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Uber die enzymatische Synthese des Rohrzuckers. 


Von 


\. Oparin und A. Kurssanow. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Zentralen Forschungsinstituts 
fiir Zuckerindustrie, Moskau.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 


Es ist eine bekannte Tatsache, dab die Fermente, alnlich wie andere 
Katalysatoren, imstande sind, chemische Reaktionen nicht nur in ge- 
rader, sondern auch in umgekehrter Richtung zu beschleunigen. Ins- 
besondere sind sie nicht nur befahigt, komplexe Kohlenhydrate, Fette 
und EiweiBstoffe zu spalten, sondern auch diese Substanzen aus ein- 
facheren Verbindungen zu synthetisieren. 

Bereits im Jahre 1898 ist diese Eigenschait der Fermente von J. H. 
van’t Hoff (1) theoretisch begriindet worden, und in demselben Jahre gelang 
es A.C. Hill (2), die synthetische Wirkung der Maltase experimentell zu 


erweisen. Spater gewann A. Welter (3) Fett in betrachtlicher Ausbeute 
durch die Einwir’xung von Lipase auf Mischungen von Glycerin und Fett 
saiuren. E. Bourquelot (4) (1912) beschrieb in einer ganzen Reihe von 


Arbeiten die Darstellung von Glykosiden durch Einwirkung von Emulsin 
auf Gemische von Alkohol und Glucose; dabei betrugen die Glykosid 
ausbeuten bis 77°, der vorgelegten Glucose. Im Jahre 1913 erhielt der 
selbe Autor (5) ein Disaccharid vom Typus der Gentiobiose, indem et 
Emulsin auf eine 40- bis 50°,ige Lésung von Glucose einwirken lieB; auch 
H. Pringsheim und J. Leibowitz (6) erhielten (1924) Maltose und Revertose 
aus wasserigen Glucoselésungen durch Einwirkung von Maltase. A. Blaqgo- 
westschenski (7) (1930) berichtete iiber die enzymatische Synthese der 
Raffinose durch Einwirkung von Emulsin auf ein Gemisch von Galaktose 
und Rohrzucker in acetonischer Lésung. S. Nishimura (8) (1930) beobachtete 
bei der Einwirkung von Hefeautolysaten die Bildung von Polysacchariden 
vom Typus der Erythrodextrine und der Starke. 

Die Literatur tiber enzymatische Synthesen wird durch die obige 
Aufzahlung bei weitem nicht erschépft. Die genannten Arbeiten be- 
weisen jedoch zur Geniige, daB eine Reihe von Fermenten tatsachlich 
imstande ist, auBerhalb der lebenden Zellen organische Substanzen zu 
synthetisieren. Die synthetisierende Wirkung ist jedoch auch jetzt noch 
durchaus nicht fiir alle Fermente erwiesen. Speziell gilt dies fiir die 
Invertase, welche von einer Reihe von Forschern erfolglos in dieser 
Beziehung untersucht worden ist. 


Wroblewski (9) (1901) hat als einer der Ersten versucht, Saccharose 
aus verdiinnten wasserigen Lésungen von Invertzucker herzustellen, die 
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der Wirkung von Invertase ausgesetzt wurden. Er bemerkte dabei, daB 
in der invertierten Lésung waéhrend der ersten 12 Versuchsstunden eine 
gewisse, recht unbestaéandige Verschiebung des Drehwinkels nach rechts 
erfolgt. Da aber die Anderung der optischen Drehung meist nach 1 bis 
2 Stunden bereits zum Abschlu8 kam, indem sie 7,2° erreichte, erscheint 
es richtiger, diese Anderung auf Mutarotation zuriickzufiihren, als auf 
Synthese von Rohrzucker, wie von Wroblewski angenommen wurde. 
Spater fand A. V-sser (10) (1905) bei der Einwirkung von Invertase auf 
m/10 Saccharoselésung, daB die Spaltung des Rohrzuckers nicht bis zum 
Ende geht, sondern nach der Bildung von 99°, Invertzucker stillsteht. 
Hierauf begriindet A. Visser die Annahme, daB ein weiterer Zerfall verhindert 
wird durch die Einstellung eines Gleichgewichtes zwischen Inversion und 
Synthese der Saccharose. Tamman (11) (1895), der dieselbe Erscheinung 
schon friiher beobachtet hat, konnte jedoch nachweisen, daB der Zusatz 
von Invertzucker zur Mischung keine Verschiebung des Gleichgewichts 
zur Folge hat. Die unvollstandige Aufspaltung des Rohrzuckers ist daher 
eher auf die Bindung des Ferments durch iiberschiissige Fructose zuriick- 
zufiihren, wie sie von Henri (12) (1905) und spater von R. Kuhn (43) (1923 
und 1927) beobachtet worden ist. Kohl (14) (1905) lieB 10°,ige Saccharose- 
lésungen durch Invertase aufspalten. Er bemerkte dabei, da®B in der Lésung 
nach AbschluB der Inversion mitunter recht betrachtliche Anderungen der 
Reduktionsfahigkeit erfolgen. Da diese Anderungen aber bald im Sinne 
einer Abnahme, bald einer Zunahme der Reduktionsfahigkeit abliefen, 
kann auch in diesem Falle von einer Saccharosesynthese nicht die Rede sein. 
A. Blagowestschenski (16) (1914) gelangt auf Grund der von ihm vorge- 
nommenen kritischen und experimentellen Durchpriifung zu dem SchluB, 
daB die Versuche einer Synthese des Rohrzuckers auf enzymatischem Wege 
erfolglos geblieben sind. Diese MiBerfolge, die auf die Irreversibilitaét der 
Wirkung der Invertase hinweisen, stehen im Einklang mit der Tatsache, 
daB die Inversion des Rohrzuckers durch Invertase praktisch fast bis zu 
Ende gefiihrt wird. Da die Invertase aber ein typisches Ferment ist, laBt 
sich diese Irreversibilitaét ihrer Wirkung nur dadurch erklaren, da es sich 
hier nicht um eine einfache Aufspaltung des Rohrzuckers handelt, sondern, 
daB die Spaltungsprodukte der Saccharose einer weiteren Umwandlung 
unterliegen, durch die sie der Reaktion entzogen werden. Dieser Gedanke 
findet in den neueren Anschauungen tiber die Struktur der Zucker sejne 
volle Bestaétigung. Wie Haworth (17) (1923) gezeigt hat, ist die Fructose 
im Rohrzucker in der am-Form enthalten, d. h. mit der Sauerstoffbriicke 2—5. 
Diese Form ist indessen sehr unbesténdig und geht bei der Abspaltung 
der Fructose von dem Rohrzuckermolekiil fast augenblicklich in die §-Form 
iiber, d. h. die O-Briicke verschiebt sich in ihrer Lage 2—6 [H. Ohle (18)}. 


CH,OH CH,OH 
—_—C—OH —_—§C—OH 
| 
HO—C—H HO—C—H 


| = 
O H—C—OH O H—C—OH 
H—C—OH H—C 
—,. —/ CH,OH 


8-Fructose (2—6) am-Fructose (2—5). 
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Aus diesem Grunde kann der gewéhnliche Invertzucker nicht als 
Material fiir die Rohrzuckersynthese dienen, da die Fructose in ihm in der 
6-Form vorliegt, wahrend eine Synthese von Saccharose nur bei Vorhanden- 
sein von am-Fructose erfolgen kann. Dieser Gedanke wurde der Arbeit 
von A. Pictet und H. Vogel (19) (1928) zugrunde gelegt, denen es gelang, 
Tetracetylglucose mit am-Tetracetylfructose zu verbinden Die Synthese 
wurde in Chloroformlésung vermittelst P,O, ausgefiihrt. Das erhaltene 
Produkt wurde von den Autoren als Oktacetylsaccharose beschrieben. 
Durch die spéteren Untersuchungen von Irvine, Oldham und Skinner (20) 
(1928) sowie von G. Zemplén und <A. Gerecs (21) (1929) konnten jedoch 
die Angaben von Pictet und Vogel nicht bestatigt werden, weshalb das 
Problem der Rohrzuckersynthese bis auf den heutigen Tag leider nicht als 
endgiiltig gelést gelten kann. 


Experimenteller Teil. 


Aus oben Gesagtem folgt, daB die hydrolytische Spaltung des 
Rohrzuckers durch folgende Gleichung ausgedriickt werden kann: 
[Saccharose] + [H, O] = [Glukose]} +- [am-Fructose] 

i 

v 

[ B-Fructose ] 

Dabei zeigt sich, daB sich in wiasseriger Lésung zwischen am- und 
f-Fructose ein Gleichgewicht zvuungunsten der am-Form einstellt. Daher 
hauft sich die Fructose ‘bei der Hydrolyse des Rohrzuckers haupt- 
sichlich in der £-Form an, wahrend die jeweilige Konzentration der 
am-Form stets sehr gering ist. Aus diesem Grunde erfolgt Resynthese 
der Saccharose auBerordentlich langsam, so daB die Reaktion nur in 
einer Richtung fortzuschreiten scheint. 

Giinstigere Gleichgewichtsbedingungen zwischen der hydrolytischen 
und der synthetischen Reaktion kénnen nur dann erzielt werden, wenn 
die Umwandlung der am-Fructose in die /-Form verzégert oder vollends 
aufgehoben wird. Dies kann erreicht werden, wenn man den Wasser- 
stoff in der Hydroxylgruppe beim sechsten Kohlenstoffatom des Fructose- 
restes gegen irgendein Radikal austauscht. <A. Pictet und H. Vogel 
erzielten dies durch Acetylierung der Fructose; die Acetylderivate 
kommen aber in den Organismen nicht vor, wo sich die Wirkung der 
Fermente unter natiirlichen Bedingungen entfaltet. Wir hielten es 
daher fiir zweckmaBiger, zu Versuchen mit Invertase die esterartigen 
Verbindungen der Zucker mit Phosphorsiure heranzuziehen, da es 
héchst wahrscheinlich ist, daB die Phosphorsiure unmittelbar an der 
Anhaufung und Umwandlung der Zucker in der Pflanze beteiligt ist. 
Verschiedene esterartige Verbindungen der Zucker mit Phosphorsiure 
waren wiederholt bei der alkoholischen Garung aufgefunden [L. Iwanow 
(22), A. Hardenund W. Young (23), A. Lebedew (24), C. Neuberg, E. Farber, 
A. Levite und E. Schwenk (25) u.a.] und auch im Muskelsaft von Siuge- 
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tieren nachgewiesen worden [G. Embden, H. Jost und M. Lehnartz (26)}. 
Es ist auch nicht uninteressant, an dieser Stelle an eine Beobachtung 
von A. Harden und W. Young (15) (1914) zu erinnern, die bei der Ver- 
girung von Hexosephosphaten der Glucose und Fructose durch ein 
Trockenpraparat aus Hefe nach A. Lebedew die Bildung eines rechts- 
drehenden Polysaccharids konstatierten, dessen Natur nicht naher 


untersucht wurde. 


I. Reversible Wirkung der Invertase auf Ca-Saccharosephosphat. 


Zur Priifung der vorstehend erérterten Betrachtungen haben wir 
eine Untersuchung der Hydrolyse von Ca-Saccharosephosphat durch 
die Invertase vorgenommen. 


Die Saccharose-mono-phosphorsaure erhielten wir nach der Methode 
von C. Neuberg und H. Pollak (27), welche diese Verbindung und ihre 
Salze zuerst synthetisch hergestellt haben. Das Calciumsalz besitzt die 
Formel C,.H,, 0,9. 0. PO; . Ca; es ist leicht léslich in Wasser und gibt 
keine Reaktion mit molybdinsaurem Ammonium. Wie dann von 
C. Neuberg und Kretschmer (28) nachgewiesen wurde, zerfallt das 
Ca-Saccharosephosphat bei vorsichtiger Behandlung mit verdiinnten 
Mineralsaiuren in Glucose und Ca-Eructosephosphat von der Zusammen- 
setzung C,H,,0,PCa + H,O. Ca-Fructosephosphat reagiert ebenfalls 
nicht mit Ammoniummolybdat, reduziert Fehlingsche Lésung und wird 
leicht durch Hefe vergoren. Aus diesen Feststellungen geht hervor, 
daB die Phosphorséure im Molekiil des Ca-Saccharosephosphats an eine 
der alkoholischen Gruppen der Fructose gebunden ist. 


Die Invertase wurde aus Bierhefe nach dem Verfahren von Will- 
stdtter und Schneider (29) bereitet, ohne Reinigung durch Adsorption 
an Kaolin und Aluminiumhydroxyd, sondern durch direkte Fallung 
des filtrierten und geklirten Autolysats in der Kalte mit Alkohol. 
Das Invertasepriparat enthielt selbstverstandlich noch verschiedene 
Verunreinigungen. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Eine 1% ige wiasserige 
Lésung von Ca-Saccharosephosphat wurde in zwei Portionen zu je 
50 ccm geteilt. Zu der einen Portion wurden 0,05 g des Invertase- 
praparats zugesetzt, und beide Portionen wurden nach Zusatz von 
einigen Tropfen Toluol im Thermostaten bei 30°C aufbewahrt. Nach 
verschiedenen Zeitintervallen bestimmten wir in beiden Portionen 
1. die Reduktionsfihigkeit nach Bertrand, 2. den Drehungswinkel und 
3. die H-Ionenkonzentration. 


Aus Tabelle I sind die in den Lésungen erfolgten Anderungen zu 


ersehen. 
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6 A. Oparin u. A. Kurssanow: 


Die Zunahme der Reduktionsfaihigkeit und die Abnahme der 
optischen Drehung in der Lésung weisen darauf hin, daB unter dem 
EinfluB des Ferments eine Spaltung des Ca-Saccharosephosphats in 
Monosen eintritt. Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Spaltung mit 
abnehmender Geschwindigkeit fortschreitet und schlieBlich am zehnten 
Tage stillsteht, wahrend noch eine betrachtliche Menge ungespaltenen 
Ca-Saccharosephosphats in der Lésung zuriickblieb. In diesem Versuch 
war die Spaltung stehengeblieben, als die Menge der Spaltprodukte 
46°, des vorgelegten Ca-Saccharosephosphats betrug (in zwei anderen 
Versuchen entsprechend 35 und 40°,). Dies veranlaBt zu der Annahme, 
daB sich in diesem Falle ein umkehrbares Gleichgewicht eingestellt 
hatte mit erheblichem Uberwiegen des Disaccharids: 


[Ca-Saccharo e-phosp! at] + [H,O] = [Glucose] 
+ [Ca-Fructose-phosphat ]. 


Ist diese Annahme richtig, so muB 1. der Zusitz von weiterem 
Ca-Saccharosephosphat zu der im Gleichgewicht befindlichen Mischung 
eine Verschiebung im Sinne einer weiteren Anhaufung der Hydrolysen- 
produkte bewirken, 2. Verdiinnung mit Wasser muB laut der Gleichung 
ebenfalls zu weiterer Spaltung von Ca-Saccharosephosphat fiihren, und 
3. muB der Zusatz von Spaltprodukten zu:der Mischung den entgegen- 
gesetzten Vorgang bewirken, d!h. eine Synthese von Ca-Saccharose- 
phosphat. 


Um dies zu priifen, wurden folgende Versuche angestellt: Zu 
einer 1° igen Lésung von Ca-Saccharosephosphat wurde Invertase 
zugesetzt, und nachdem die Mischung die Gleichgewichtslage erreicht 
hatte, wurde noch 1°, Ca-Saccharosephosphat hinzugegeben. 


Dabei kam es zu weiterer Spaltung, die ebenfalls zum Stillstand 
kam, sobald die Menge der Spaltprodukte 37°, der gesamten Zucker- 
menge erreichte (vgl. Tabelle II). 


Nachdem in diesem Versuch das Gleichgewicht eingetreten war, 
wurde zur Lésung 1° von Spaltprodukten des Ca-Saccharose- 
phosphats zugesetzt!. Dabei konnten die wmgekehrten Veranderungen 
in der Lésung beobachtet werden: Abnahme der Reduktions- 
fahigkeit, Zunahme der Rechtsdrehung und Alkalisierung des Milieus, 
d.h. das Gleichgewicht verschob sich nach der Seite der Synthese 
von Ca-Saccharosephosphat, und zwar so lange, bis 34,2°, der ge- 


! Fiir die Hydrolyse des Ca-Saccharosephosphats zogen wir vorsichtiges 
Erwairmen der Lésung mit verdiinnter HNO, vor. (H,SO, und HCl 
vermégen einen tieferen Zerfall der Verbindung bewirken, der mit Brau 
nung der Lésung einhergehen kann.) 
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samten Zuckermenge an Hydrolyseprodukten zuriickblieben (vgl. 
Tabelle III). 

Tabelle III. 
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Spaltung und Synthese von 


Ca-Saccharosephosphat durch Zusatz von Hydrolyseprodukten des 
Ca-Saccharosephosphats zu der Loésung. 





Drehungswinkel 


mernasies | Sekeeemiee | OE | 
t 30° ¢ 

190 Minuten 4.96 com n/10 K MnO, + 2,27 5.98 
2 Tage $86 . 2 + 2.40 

ee S376 . ~ + 2,50 6,02 

moa fe « " 4+. 2.56 6.06 

6 , 8,75 .» a + 2.58 6.10 

Mm « 3,75 , . + 2.56 6.06 


Nach voller Hydr " 
lyse mit HNO, 


| 10,85 

SchlieBlich wurde, als auch in diesem Falle keine weiteren Ande- 
rungen mehr erfolgten, die Fliissigkeit auf das 2'/,fache mit Wasser 
verdiinnt, worauf von neuem ein Zerfall von Ca-Saccharosephosphat 
beobachtet werden konnte, wie fiir den Fall eines reversiblen Gleich- 
gewichts zu erwarten war (vgl. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Spaltung und Synthese von 
Ca-Saccharosephosphat durch Verdiinnung der Lésung mit Wasser. 





Drehungswinkel 


Zeit vo J ang te¢ ionsfihigkei - 

ea | ae conn Pn 
ft 30° ¢ 
10 Minuten 3,75 cem n/10 K MnO, + 2,50 6,07 
2 Tage 450 , - + 1,97 6,00 
-.« 4,93 , + 1,73 5,98 
S 5 490 , 4 + 1,73 5,98 
: « 4.85 , + 1,78 6,00 
4.90 , . + 1,73 5,98 
Nach voller Hydro- | 10.90 . ha ie 
lyse mit HNO, | ” 


Es hatte sich folglich in diesem Falle tatsachlich ein verschiebliches 
Gleichgewicht eingestellt zwischen Ca-Saccharosephosphat und dessen 
Hydrolyseprodukten mit erheblichem Ubergewicht zugunsten des Di- 
saccharids. Wir sind der Meinung, daB die Resynthese der Saccharose 
in diesem Falle durch das Vorliegen der stabilen am-Form erméglicht 
wurde, die die Fructose durch die Anlagerung der Phosphorsaure be- 
wahren konnte. 

















8 A. Oparin u. A. Kurssanow: 


Neben dem Zerfall des Ca-Saccharosephosphats in Monosaccharide 
findet, wie C. Newberg und Mitarbeiter (30) schon vor langem fest- 
gestellt haben, zugleich eine teilweise Abspaltung von Phosphorsaure 
statt; denn nach der Einwirkung des Ferments auf die Lésung von 
Ca-Saccharosephosphat léBt sich immer durch die Reaktion mit 
Ammoniummolybdat die Gegenwart von anorganischem Phosphor 
nachweisen, der zum Teil in Lésung verbleibt, zum Teil an den Wanden 
und dem Boden des GefiBes als weiBes Pulver von Ca-Phosphat nieder- 
geschlagen wird. Durch diese Abspaltung der Phosphorséure (im Falle 
der Synthese durch die Bindung der Phosphorsaure) sind anscheinend 
die betrachtlichen Verschiebungen des px zu erklairen, die in allen 
unseren Versuchen stattfanden. Demnach enthielt unser Ferment- 
praparat neben Invertase anscheinend auch Phosphatase, durch deren 
Wirkung die Abspaltung und Anlagerung der Phosphorsaéure zu- 
stande kam. 

Ziehen wir die besondere Struktur der am Aufbau des Rohr- 
zuckers beteiligten Fructose in Betracht, so k6nnen wir die Gesamtheit 
der im System vor sich gehenden Reaktionen auf folgende Weise 
schildern: Die Phosphorsaure ist im Molekiil des Ca-Saccharosephosphats 
mit der alkoholischen Gruppe des einen Kohlenstoffatoms der Fructose 
verbunden (am ehesten mit dem sechsten Kohlenstoffatom). Zugleich 
mit der Aufspaltung des Ca-Saccharosephosphats durch die Invertase 
kann ynter dem EinfluB der Phosphatase Ca-Phosphat aus der Bindung 
an Fructose in Freiheit gesetzt werden. Eine solche Abspaltung von 
Phosphorsaure fiihrt zur Siuerung des Milieus und zum Auftreten eines 
Niederschlags von Ca-Phosphat. Im Falle der Synthese von Ca-Saccha- 
rosephosphat erfolgt vorerst die Wiederverbindung der Phosphorsaure 
mit der Fructose, wodurch die Lésung alkalischer wird und der Nieder- 
schlag’ sich verringert.- Dabei lagert sich die Phosphorsiure allem 
Anschein nach an das sechste Kohlenstoffatom der am-Fructose an, die 
stets in kleinen Mengen die f£-Fructose begleitet [Ohle (18)]. Nachdem 
die Phosphorsiure in die Hydroxylgruppe des sechsten Kohlenstoff- 
atoms der Fructose eingetreten ist, wird ein Ubergang der Sauerstoff- 
briicke in dem betreffenden Molekiil aus der Lage 2—5 in die Lage 
2—6 unmédglich, d.h. die Fructose nimmt eine stabile am-Form an. 
Da aber in Lésungen zwischen f#- und am-Form ein umkehrbares 
Gleichgewicht besteht, so muB die Bildung des stabilen am-Fructose- 
phosphats zu einer Verschiebung des Gleichgewichts in der Richtung 
der Anhaufung der am-Form fiihren. In dem MaBe, wie in der Lésung 
die Konzentration des Ca-Fructosephosphats mit der verkiirzten Sauer- 
stoffbriicke zunimmt, wird die zweite Synthese beschleunigt, d.h. die 
Bildung von Ca-Saccharosephosphat aus Glucose und am-Fructose- 
phosphat unter dem EinfluB der Invertase. 
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Auf diese Weise erfolgen Zerfall und Synthese des Ca-Saccharose- 
phosphats durch die gemeinsame Einwirkung der Invertase und Phos- 
phatase; das hierbei in der Lésung eintretende Gleichgewicht laBt sich 
durch folgendes Schema veranschaulichen: 


Phosphatase 








Se ne ene _» |Ca-am-Fructose- yhosphat} + {[H,O! —™ |Ca-Phosphat} + {am-Fructose 
Ca-Saccharose-phosphat H,0 2 aga } i 2 < I . 
v 
Invertase i-Fructose 


Il. Enzymatische Synthese von Saccharose aus Invertzucker 
in Gegenwart von Phosphaten. 


Die oben geschilderten Resultate haben gezeigt, dab Phosphor- 
siure und Phosphatase unmittelbar an der Synthese des Ca-Saccharose- 
phosphats beteiligt sind; es schien uns daher méglich, daB die gemein- 
same Wirkung von Invertase und Phosphatase in Gegenwart von 
phosphorsauren Salzen die Synthese von Saccharose in einer Lésung 
von Invertzucker bewerkstelligen kénnte. 

Zur Priifung dieser Vermutung wurde folgender Versuch ausgefiihrt : 
Eine 5°,ige Lésung von Invertzucker wurde auf zwei gleiche Portionen 
zu je l00 ccm verteilt. Zu der ersten Portion wurden 10 mg Ferment 
(Invertase + Phosphatase) zugesetzt, dann zu beiden Portionen je 10g 
Ca (H,PO,),. Die Lésungen wurden mit Toluol als Antisepticum in 
den Thermosteten bei 30°C gebracht. Nach verschiedener Zeit wurden 
teduktionsfaihigkeit, optische Drehung und px bestimmt (vgl. Tabelle V). 

Die Abnahme der Reduktionsfihigkeit und die Verschiebung des 
Drehungswinkels nach rechts, die wahrend der ersten 18 Tage in der 
fermenthaltigen Loésung stattfanden, sowie die Wiederherstellung 
der urspriinglichen Reduktion und Drehung durch Erwarmen mit 
verdiinnter HCl zeigen an, da in diesem Falle tatsiachlich die 
Synthese eines Polysaccharids stattgefunden hat. 

Die weiteren Versuche waren auf die Ermittlung der giinstigsten 
Bedingungen fiir die betreffende synthetische Reaktion gerichtet. Unter 
diesem Gesichtspunkt wurde der EinfluB der Reaktion des Milieus und 
der Konzentration des Invertzuckers geprift. Zur Klarung der ersten 
Frage wurden Mischungen angewendet, die phosphorsaure Ca-Salze von 
verschiedener Basizitat enthielten: Ca(H,PO,),, CaHPO, und 
Ca,(PO,),. Das Schema des Versuchs war folgendes: In vier Kolben 
wurden je 100 cem 2,5°,iger Invertlésung gebracht. Zu allen Kolben 
wurden je 20mg des Fermentpriparats zugesetzt; dazu kamen in 
Kolben Nr. 1 6g Ca (H,PO,),, in Kolben Nr.2 6g CaHPO,, in Kolben 
Nr.3 6g Ca;(PO,),. Nach Zusatz von Toluol wurden alle Kolben bei 
30° C im Thermostaten aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wurden Proben 
entnommen, in denen die Bestimmung der Reduktionsfahigkeit, der 


optischen Drehung und des px erfolgte (vgl. Tabelle V1). 
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12 A. Oparin u. A. Kurssanow: 


Wie aus den angefiihrten Resultaten zu ersehen ist, hatte nur in 
Kolben Nr. 1, der Ca (H,PO,), enthielt, d. h. bei px 3,74 bis 4,02, eine 
ausgesprochene Synthese stattgefunden, die mit Abnahme der Re- 
duktionsfahigkeit und Verschiebung des Drehungswinkels nach rechts 
einherging. In allen anderen starker alkalischen Lésungen war keine 
Anderung eingetreten. 

Weitere Versuche zeigten, daB Ca (H, PO,), bei dieser synthetischen 
Reaktion mit gutem Erfolg durch KH, PO, (pu = 4,72) ersetzt werden 
kann; letzteres Salz ist besser in Wasser léslich und fahrt im Gegensatz 
zu Ca-Salzen der Phosphorsiure zu keiner Niederschlagsbildung beim 
Stehen der Lésungen. 

Was die Frage nach dem EinfluB der Konzentration des Invert- 
zuckers auf die erérterte Synthese betrifft, so war auf Grund von 
theoretischen Erwaigungen zu erwarten, da} die Steigerung der Konzen- 
tration des Invertzuckers giinstigere Bedingungen fiir die synthetische 
Reaktion schaffen miisse. Zur Priifung dienten folgende Versuche. 

Versuch 1. 1 Liter 40° iger Invertzuckerlésung, hergestellt durch 
Hydrolyse von Saccharose mit 2°, H,SO, und darauffolgende Neutrali- 
sierung mit CaO wurde vermischt mit 20g KH,PO, und 25cem 1 °,iger 
Fermentlésung (Invertase + Phosphatase). Diese Mischung wurde mit 
Toluol bei 30° C im Thermostaten aufbewahrt. Die in der Lésung erfolgten 
Anderungen zeigt Tabelle VII. 

Es hatte also wahrend 33 Tagen eine Polysaccharidsynthese statt- 
gefunden, bei der etwa 14°, dieser Verbindung (berechnet als Rohr- 
zucker) entstanden waren. Im Kontrollversuch, der unter den gleichen 
Bedingungen, jedoch ohne Fermentzusatz ausgefiihrt wurde, hatten 
wahrend dieser Zeit keine Anderungen stattgefunden. 

Versuch 2. 1.5 Liter 50°.iger Invertzuckerlésung, hergestellt aus 
Saccharose durch Hydrolyse mit 2°, HCl und darauffolgende Neutrali- 
sation, mit Soda, wurden vermischt mit 40 ¢ KH, PO, und 10 ccm 0,1 °,iger 
Fermentlésung (Invertase +- Phosphatase). Die Lésung wurde unter den 
gleichen Bedingungen aufbewahrt wie in Versuch 1. Die Analysen zeigten, 
daB in dieser Mischung, wie in der vorhergehenden, eine Abnahme der 
Reduktionsfahigkeit und Anderung des Drehungswinkels nach rechts 
stattfand (vgl. Tabelle VIII). 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, ging die Synthese auch in diesem 
Falle vor sich, aber langsamer als in Versuch 1, anscheinend infolge 
der gréBeren Viskositaét des Milieus und der geringeren Menge des zu- 
gesetzten Ferments. Dessenungeachtet erreichte die gesamte Poly- 


saccharidausbeute in diesem Versuch nach 117 Tagen einen noch héheren 
Wert, und zwar 20,7°, (berechnet als Rohrzucker) des urspriinglichen 
Invertzuckergehalts. 

Folglich ist aus diesen beiden Versuchen sowie den Daten in 
Tabelle V und VI zu folgern, daB die Steigerung der Konzentration 
des Invertzuckers die Polysaccharidsynthese begiinstigt. 
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14 A. Oparin u. A. Kurssanow: 


Zur Ermittlung der Natur des erhaltenen Polysaccharids ware 
die zuverlassigste Methode selbstverstandlich die Isoliering der Substanz 
in chemisch reiner Form und die Feststellung ihrer physikalischen 
Konstanten. Von der Annahme ausgehend, da in unseren Versuchen 
Xohrzucker synthetisiert worden ist, haben wir auf verschiedene Weise 
versucht, diese Substanz kristallinisch abzuscheiden. Wegen voll- 
stindigen Mangels an Methoden, die die Abscheidung von Saccharose 
aus Lésungen gestatten, in denen grobe Mengen von Invertzucker 
vorhanden sind, blieben unsere Bemiihungen saimtlich erfolglos, und 
zwar sowohl mit unseren Versuchslésungen als mit Modellgemischen, 
denen die erwartete Saccharosemenge eigens zugesetzt wurde. Aus 
diesem Grunde griffen wir zu weniger zuverlissigen indirekten Methoden, 
ohne auf weitere Versuche der direkten Isolierung zu verzichten. 

Vor allem hielten wir es fiir notwendig, festzustellen, welche Monosen 
am Aufbau der gebildeten Verbindung beteiligt sind. Hierzu wurden 
Syntheseversuche mit Glucose und mit Fructose, einzeln genommen, 
angestellt. 

Zu zwei Kolben, von denen der eine 100 ccm Glucoselésung ent- 
hielt, der andere ebensoviel Fructose, wurden je 5g Ca(H,PO,) und 
je 10 mg Ferment zugesetzt, worauf beide Lésungen mit Toluol in den 
Thermostaten bei 30°C kamen. Von Zeit zu Zeit wurden Reduktions- 
fahigkeit und Drehungswinkel bestimmt (vgl. Tabelle IX). 


Tabelle IX. 


Versuch, eine enzymatische Synthese in Lésungen reiner Glucose oder 
reiner Fructose in Gegenwart von Ca(H,PO,), zu erzielen. 





Glucose Fructose 
Fn od yo ee Drehungs- Drehungs- 
“"Ceneueke Reduktionsfahigkeit winkel Reduktionsfahigkeit winkel 
2ecem der Lisung (100 mm) 2eem der Lésung (100 mm) 
t= 15( t=15C 


10 Minuten 26,80 cem n/L1O KMn0O,) + 13,70 20,45 ceem n/10 KMnO, — 20,30 


2Tage 26,75 , . + 13,70 20,40 , » 20,30 
. 26,75 , 4 + 13,70 20,45 , a 20,40 
wy 26,80 , ‘s - 20,45 , . - 

Ww » 26,80 , fe + 13,70 20,45 , > ~ 20,30 


Aus diesen Befunden ist zu ersehen, daB in reinen Lésungen von 
Glucose oder Fructose unter dem EinfluB von Ferment und Ca (H,P0O,), 
keine Synthese erfolgt; bei Vermischung beider Zucker findet, wie 
oben erwiesen, eine Synthese statt; folglich besteht das synthetisierte 
Polysaccharid aus Glucose und Fructose. Das gleiche Resultate er- 
hielten wir bei der Hydrolyse des synthetisch gebildeten Polysaccharids 
mit Salzsiure. Hierzu wurde in 42°,iger Invertzuckerlésung, in der 
nach 36tigigem Stehen mit Ferment und KH,PO, 16,1°, Poly- 
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saccharid gebildet worden waren, die Gesamtmenge der Monosen nach 
dem Verfahren von IJssekutz und der Gehalt an Glucose nach der 
Methode von Willstdtter bestimmt; die gleichen Bestimmungen wurden 
in der Lésung wiederholt nach 5 Minuten langem Erhitzen mit 2°, ig. 


HCl auf 70° (vgl. Tabelle X). 


Tabelle X. 


Bestimmung der am Aufbau des synthetisierten Polysaccharids 
beteiligten Monosen. 





Die Menge der 


‘ Vor Nach nach der 
Nr. _Zuckerbestimmung der Hydrolyse “er Hydrolyse Hydrolyse 
in leem der Lisung “ . mit 2°),ig. HCl freien 
Monosen 
ng ng ng 
1 Die Gesamtmenge der Monosen 
(nach der Methode yon Isse 
kutz bestimmt) ; 344,0 419.9 75.5 
2 Die Menge der Glucose (nach 
der Methode von Wiéllstéitter 
bestimmt) ee hr ar 171,0 207.8 36,8 
3 Die Menge der Fructose (berech- 
net auf Grund der 1. und 
2. Bestimmung). ...... 173,0 211,7 38,7 


' 


Aus den mitgeteilten Befunden geht hervor, daB das synthetisierte 
Polysaccharid aus Glucose und Fructose zu gleichen Teilen besteht. 

Zur weiteren Charakteristik des zu definierenden Polysaccharids 
muBte dessen spezifische Drehung ermittelt werden. Von der An- 
nahme ausgehend, daB der gebildete Zucker Saccharose war mit einer 
spezifischen Drehung von + 66,5°, haben wir auf Grund der Anderungen 
des Drehungswinkels in entsprechender Weise! den Gehalt der Saccharose 
in den Versuchslésungen berechnet. Wie aus den Tabellen V, VI, VIT und 
VIII zu ersehen ist, stimmt die auf diese Weise berechnete Rohrzucker- 
menge gut mit der Menge iiberein, die sich auf Grund der Reduktions- 
fahigkeit errechnen laBt. Hieraus schlieBen wir, daB das synthetische 
Polysaccharid eine spezifische Drehung besitzt, die nahe bei [x]? 

+. 66,5° liegt. 

SchlieBlich wird das entstehende Polysaccharid bei Verdiinnung 
der Lésung mit Wasser unter dem EinfluB der Invertase wieder in seine 
Bestandteile gespalten, wihrend in Abwesenheit von aktiver Invertase 
die Verdiinnung der Lésung keine Hydrolyse des Polysaccharids herbei- 
fiihrt. 


100.8 
142 . 66 O.5t 


1 Nach der Formel p 
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Alles dies insgesamt berechtigt uns zu der Annahme, dab es sich 
in diesem Falle um die enzymatische Synthese von Saccharose handelt. 


Zusammenfassung. 
1. Die Hydrolyse des Rohrzuckers vollzieht sich nach dem Schema: 


[Saccharose] + [H, O] == [Glucose] + [am- Fructose] 


N 
[ B-Fructose ]. 

2. Um dieses Gleichgewicht in der fiir die synthetische Reaktion 

giinstigen Richtung zu verschieben, mu die sekundire Reaktion des 
Ubergangs von am- in f-Fructose ausgeschlossen oder verlangsamt 
werden. Dies ist durch Einfiihrung eines Phosphorsiure-restes in das 
Saccharosemolekiil erzielt, der esterartig mit einer der Hydroxylgruppen 
der Fructose verbunden wurde. Die Hydrolyse von diesem Saccharose- 
derivat unter dem EinfluB von Invertase verlauft nicht bis zu Ende; 
nach Aufspaltung von 40°, der Saccharose stellt sich ein verschiebliches 
Gleichgewicht ein, das durch die synthetisierende Wirkung der Invertase 
bedingt ist. 
3. Bei der Einwirkung von Jnvertase und Phosphatase auf Lésungen 
von Invertzucker in Gegenwart von Salzen der Phosphorsaure findet 
Synthese eines Polysaccharids statt; seine Menge betrigt bis 20°, der 
vorgelegten Monosen. 

4. Das synthetisierte Polysaccharid besteht aus Glucose und 
Fructose zu gleichen Teilen, besitzt keine Reduktionsfahigkeit, dreht 
die Ebene des polarisierten Lichtes um 66,5° nach rechts, wird durch 
Invertase gespalten und zerfallt leicht in seine Bestandteile bei 
5 Minuten langem Erhitzen auf 70°C mit 2°,ig. HCl. 

Auf Grund dieser Befunde ziehen wir den SchluB, daB das syntheti- 
sierte Polysaccharid mit Rohrzucker identisch ist. 
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Uber die Muttersubstanz des im Blut und Muskel 
entstehenden Ammoniaks. 


Von 
J. K. Parnas. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1931.) 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit beschaftigen sich 2. Freund 
und B. Lustig mit der Frage der Ammoniakmuttersubstanz, aus welcher 
im Blute und im Muskel Ammoniak abgespalten wird?. Nach einer 
kurzen Literaturiibersicht? berichten sie iiber Beobachtungen an einem 
grinen Niederschlag, den sie im Trichloressigsdurefiltrat aus frischem 
Blute nach Zusatz von Nesslerschem Reagens erhalten. 


! Diese Zeitschr. 232, 442, 1931. 

2 Ich muB auf einige Mi®Bverstandnisse in dieser Ubersicht hinweisen: 
auf S. 443, erste Zeile von oben wird gesagt, da®B der urspriinglich geringe 
Ammoniakgehalt des Muskels nach Zerreiben mit Kochsalzlésung oder bei 
Arbeit bis auf 100 mg-°, steigt. Dies ist ein MiBversténdnis, solche Werte 
sind nie beobachtet worden. In diesem Laboratorium sind traumatische 
oder Ermiidungswerte von mehr als 10 mg-°, nie beobachtet worden, 
aber auch unter den — von uns in bezug auf ihre Richtigkeit durchaus 
bestrittenen — Werten von Embden u. Wasserme yer (Hoppe-Seylers Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 179, 165, 1928) finden sich keine Ermiidungswerte von 
mehr als 27 mg-°,,. Ferner: die Autoren fiihren an, da nach meinen Unter- 
suchungen die im Muskel gefundene Hypoxanthinbildung nur fiir einen 
Teil des entstandenen Ammoniaks eine Erklarung bildet. Ich mdédchte 
erganzend darauf hinweisen, daB bei traumatischer Ammoniakbildung und 
bei derjenigen, welche anaerobe Ermiidung begleitet, die Ammoniak- 
bildung restlos durch die Desaminierung des Adeninnucleotids gedeckt ist. 
Bei ermiidungsloser Arbeit der Froschmuskeln geht allerdings die Ammoniak- 
bildung ohne Verringerung des Adeningehalts vor sich, und es wird hier 
ein Vorgang angenommen, in welchem die urspriingliche Muttersubstanz 
des Ammoniaks, das Adeninnucleotid bzw. die Adeninnucleotidpyro- 
phosphorséure wieder reaminiert wird. 
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Die Aufarbeitung dieses griinen Niederschlags fiihrt sie dazu, als 
seine Bestandteile Carbaminsaéure einerseits, Adeninnucleotid anderer- 
seits aufzufinden. Der griine Niederschlag und seine Bestandteile 
werden nun von Freund und Lustig als Muttersubstanzen des Ammoniaks, 
das im Blute und Muskel entsteht, auf Grund des Nachweises an- 
gesprochen, daB aus ihnen beim Erwarmen in alkalischer Lésung (durch 
Nesslersches Reagens nachweisbares) Ammoniak abgespalten wird. Sie 
sprechen daraufhin von der ,,Spezifitat der griinen Nessler-Fallung fiir 
die Ammoniakmuttersubstanzen™. 

Ich méchte mich hier nicht mit der Natur der griinen Nessler- 
Fallung beschaftigen, deren Natur zweifellos durch die weiteren Arbeiten 
von Freund und Lustig aufgeklirt werden wird. Ich méchte nur auf 
einige Punkte aufmerksam machen, die mir nicht unwichtig erscheinen, 
wenn es sich um die Deutung der Befunde von Freund und Lustig 
handelt }. 


1. Zunichst: Es kann m. E. nicht gefolgert werden, daB eine Sub- 
stanz als Muttersubstanz des im Blute oder Muskel, oder in irgendeinem 
Gewebe entstehenden Ammoniaks anzusehen ist, weil sie beim Er- 
warmen in alkalischer Lésung Ammoniak abspaltet. Ich glaube, daB 
diese Behauptung kaum einer Begriindung bedarf. Harnstoff spaltet 
in alkalischer Lésung in der Warme Ammoniak ab, und ist nicht die 
Muttersubstanz des Blutammoniaks; Adeninnucleotid spaltet in alka 


lischer Lésung kein Ammoniak ab — dies sei im Geégensatz zu de: 
Ansicht von Freund und Lustig festgestellt und ist dennoch die 


Muttersubstanz oder eine Muttersubstanz des Ammoniaks im Blute 
und im Muskel. Ich muB die Grundlage, auf welcher Freund und Lustig 
ihre Fraktionen als Ammoniakmuttersubstanzen ansprechen, bestreiten. 


2. Ich habe Adeninnucleotid aus Muskeln, aus Schweineblut, aus 
Hefenucleinsaure, ferner Adeninnucleotidpyrophosphorsaure und Adeno- 
sin darauf gepriift, ob sie mit Nesslerschem Reagens eine Fallung geben. 
Sie geben keine Fdllungen und geben auch nach Erwdrmen in alkalischer 
Lésung (n/10 NaOH) kein Ammoniak ab. Ich méchte nicht bestreiten, 
da®B der griine Niederschlag von Freund und Lustig Adeninnucleotid 


1 Die Autoren bezeichnen es als auffallend, da&B in dem langen Streit 


um den Ammoniakgehalt des Blutes keiner der vielen Autoren das emp 
findliche Nesslersche Reagens direkt auf das kalt enteiweiBte Blut an 
gewandt hat. Ich vermute, daB es jeder getan hat. Es war uns in der ersten 
Arbeit (mit J. Heller) nach den ersten Versuchen klar geworden, dali man 
dieses Reagens fiir den Nachweis der kleinen Ammoniakmengen im Filtrat 
des enteiweiBten Blutes nicht verwenden kann, weil darin eine Fiille von 
Stoffen vorkommt (wie z. B. die Aminoséuren), welche die Ammoniak 
reaktion hemmer.. AuBerdem aber auch deshalb, weil das stark alkalische 
Reagens mit der Zeit aus dem Harnstoff Ammoniak entwickelt. 
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enthalten hat!: da wir indessen nicht wissen, was er sonst enthalten 
haben kann, so erscheint es mir nicht zulassig, seine Eigenschaften 
auf Adeninnucleotid oder dessen Pyrophosphorséiure zu beziehen. 

3. Ohne bestreiten zu wollen, daB die Carbaminsiure im Blute 
und in dem griinen Niederschlag vorkommt, muB ich die Grundlagen, 
auf welchen sie von Freund und Lustig als Muttersubstanz, oder eine 
der Muttersubstanzen des Blutammoniaks angesprochen wird, aus den 
unter 1. angefiihrten Griinden als unzureichend ansehen. 


1 Freund und Lustig geben an, daB sie nach dem von mir angewandten 


Vertahren in ihrem griinen Niederschlag — Fallung mit Uranylacetat, 
Kochen mit 10°, iger Schwefelsaure, Fallen mit KOH die mit Nessler 


griin fallbare Substanz, die sie offenbar mit dem Adeninnucleotid identi- 
fizieren, erhalten. Das Verfahren, das ich in der Aufarbeitung des Uran- 
niederschlags, der die Nucleotide enthalt, anwende, hat den Zweck. die 
Nucleotide durch Kochen mit 10°, H,SO, zu zersetzen, die Phosphor- 
séure aus ihnen abzuspalten, um dann das Uran durch Natronlauge fallen 
zu kénnen, ohne nucleotidische Purinbasen mitzufallen. Es fiihrt nicht 


zu einer Wiedergewinnung des Nucleotids. 














Untersuchungen iiber das Hefefett. 1. 


Von 


J. Weichherz und R. Merlkinder. 


( Eingegange nam 9. Juni 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die bisherigen Untersuchungen iiber das Hefefett ergaben mit 
Sicherheit die Anwesenheit von Palmitin-, Linolen- und Olsaure?. 
Die von Hinsberg und Roos? gefundene C,,H,)0,-Saure erwies sich nach 
Smedley Me. Lean und Thomas als ein Gemisch von Laurin- und 
Palmitinsaéure, wobei es allerdings nicht gelang, die Laurinsaure zu 
identifizieren. Das Vorhandensein der von Neville? aufgefundenen 
Arachinsiure wurde ebenfalls von Smedley Mc. Lean und Thomas 
auf Grund des Schmelzpunktes bestitigt. Dagegen konnten von den- 
selben Autoren keine Anhaltspunkte fiir die von Hinsberg und Roos 
aufgefundenen ungesattigten C,,H,.0,-Saéuren gefunden werden. Cher 
niedrige Fettséuren findet sich in der Literatur eine einzige Angabe von 
Gérard und Darexy*, welche sich auf die Butterséure bezieht. Auber 
den bisher besprochenen Fettsaéuren bzw. deren Glyceriden  enthalt 
das Hefefett noch Sterine und Lecithine. 

Wegen der Bedeutung, die die niedrigen Fettsduren des Hefefettes 
hinsichtlich des Eiweibstoffwechsels und der Fuselélbildung haben 
kénnten, stellten wir uns in erster Linie die Aufgabe, diese bisher wenig 
untersuchte Gruppe von Sauren eingehender zu priifen.  Dabei ist 
die Vermutung gar nicht von der Hand zu weisen, daB die etwa vor- 
handenen fliichtigen Fettsiuren im Hefefett auch als Sterinester vor- 
liegen k6nnen. 

Das zur Untersuchung erforderliche Hefefett stellten wir uns aus mit 
1° iger Sodalésung entbitterter und bei niedriger Temperatur getrockneter 
Brauereihefe her. Die so vorbehandelte Hefe wurde vor der Extraktion 


1 Vel. Smedley Mc Lean u. E. M. Thomas, Biochem. Journ. 14, 483, 
1920. 

2 O. Hinsberg u. E. Roos, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 1, 1903. 

3 4. Neville, Biochem. Journ. 7, 374, 1913. 

* Gérard u. Darexy, Journ. pharm. chim. (6) 5, 275, 1897. 
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zu einem groben Pulver vermahlen und sodann dreimal mit Alkohol und 
Petrolather extrahiert. Die Extraktion erfolgte durch achtstiindiges Kochen 
am RiickfluBbkiihler, zunachst mit 96°,igem Alkohol und sodann noch 
zweimal mit Alkohol, welcher mit 20 Vol.-°,, Petrolather vermischt war. 
Die gesammelten Extrakte wurden durch Destillation am Wasserbad vom 
Alkohol und Petrolather befreit und mit reinem Petrolather aufgenommen. 
Diese Fettl6sung wurde durch Filtration vom unléslichen Riickstand ab- 
getrennt und dann vom Petrolather wieder befreit. Dieses schon ziemlich 
reine Hefefett wurde nunmehr in wenig Alkohol gelést und mit wasser- 
freiem Aceton so lange versetzt. bis noch ein Niederschlag entstand. Es 
wurden hierdurch noch einige Verunreinigungen entfernt, aber es fiel auch 
ein Teil des Lecithins aus. Aus dieser filtrierten Lésung erhielt man durch 
Abdestillieren des L6sungsmittels das verhaltnismaBig reine Hetefett. 
Wir haben auf diesem Wege fiir die vorliegenden Versuche etwa LOO kg 
Trockenhete 8S Ztr. PreBhefe verarbeitet. Die Ausbeute an Hefefett 
lieBe sich nach Ndgeli und Léw! von etwa 1,5 aut 5°,, steigern, doch scheint 
das auf diese Weise extrahierte Fett nicht nur auBerlich veranderlich, 
sondern auch dem nativen Fett kaum ahnlich zu sein. Es ist namlich 
wahrscheinlich, da die Glyceride des Hefefetts beim Erwarmen mit Salz- 
siure zum Teil hydrolysiert werden und bei der Extraktion Veresterung 
mit Alkohol erleiden. Daher auch der sehr stark ausgepragte aromatische 


CGeruch des so gewonnenen Fettes. Modglicherweise werden bei diesem 
Verfahren auch noch andere Bestandteile extrahiert bzw. mit Alkohol 
verestert. Aus diesen Crtinden blieben wir bei den zuerst geschuderten 


Extraktionsverfahren. 

Das auf diesem Wege gewonnene Fett wtirde in der iiblichen Weise mit 
wiisseriger Kalilauge verseift. Die Verseifung verlauft sehr leicht. Die 
wWiisserige Seifenl6sung wurde zur Vermeidung des starken Schaumens 
bis zur vollstandigen Fallung der Fettsiuren mit Magnesiumsulfat versetzt 
und einer Wasserdampfdestillation unterworfen. Das Destillat enthielt 
die aus den Lecithinen abgespaltenen Amine. Nach Ansaéuerung des Riick- 
standes wurde die Wasserdampfdestillation fortgesetzt, wobei wir die 
fliichtigen Fettsauren erhielten. Um diese méglichst vollstandig abzutrennen, 
wurden auf je 100 g Fett etwa 90 Liter Wasser abdestilliert. Das Destillat 
wurde mit Natriumcarbonat oder Natronlauge neutralisiert, auf ein kleines 
Volumen eingeengt und nach dem Anséuern mit Phosphorsaéure ausgeiithert. 
Die mit Natriumsulfat getrockneten Atherextrakte ergaben, auf das Fett 
umgerechnet, 14.3°,, fliichtige Sauren. Es sei bemerkt, da®B wir die Wasser- 
dampfdestillate vielfach auch ohne vorhergehende Konzentration direkt 
ausitherten. Die zuriickgebliebenen nichtfliichtigen Sauren trennten wir 
dureh wiederholtes Ausschiitteln mit Ather ab, verseiften diese nach Ent- 
fernung des Athers mit Natronlauge und lésten durch Ausschiitteln der 
Seifenl6sung mit Ather die unverseifbaren Bestandteile des Hefefettes 
heraus. Die atherischen L6sungen enthielten an Unverseifbarem 17,8°, 
auf das Fett berechnet. Aus der riickstandigen Seifenl6sung erhielten wir 
nach nochmaligem Ansaéuern durch Ausiéithern und Trocknen die nicht- 
fliichtigen Saéuren. Die Menge derselben betrug nach dem Abdestillieren 
des Athers 28,7 ° 


Die uns besonders interessierende Fraktion der fliichtigen Fett- 


siuren war iiberraschenderweise sehr groB und betrug ungefahr 50°, 


1 Nageli u. Low, Ann. 1938, 337, 1878. 
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der nichtflichtigen Sauren. Wenn auch die Wasserdampfdestillation 
keine scharfe Trennung der nichtfliichtigen von den fliichtigen Fett- 
sduren gestattet, so erhielten wir bei unseren Versuchen so groBe Mengen 
(14.3°,,), daB die weitere Aufarbeitung bequem méglich war. Bei der 
wiederholten fraktionierten Destillation der fliichtigen Sauren im Vakuum 
(bei 8mm Hg) erhielten wir drei Fraktionen: 
& Sp. 74 bis 81° (3° des Fettes), 
II. ., 81 ., 130° (0.5°. des Fettes). 
it. « 190 . 160° (8° des Fettes). 


Die erste Fraktion war optisch aktiv und lieferte ein Silbersalz 
mit 51,10°, Ag. Da der Siedepunkt immerhin ziemlich konstant war, 
schlossen wir auf die Anwesenheit von Valeriansdure, deren Silbersalz 
51,63°, Ag enthalt. Um sie rein zu isolieren, unterwarfen wir diese 
Fraktion | der nochmaligen fraktionierten Destillation und erhielten 
abermals drei Fraktionen, deren Silbersalze folgenden Silbergehalt 


aufwiesen: ; F 
Fraktion I: a) 52,21‘ Ag 


b) 51.84‘ Ag 
c) 5110! Ag 


Der Ag-Gehalt des Silbersalzes der Fraktion I, b) anderte sich nun 
trotz wiederholter Rektifikatian nicht mehr. Da die Abweichung vom 
theoretischen Silbergehalt des valeriansauren Silbers nur 0,21°,, betragt 
und die Salze der nachsthé6heren bzw. tieferen Saéuren 48,38 bzw. 
55,35°, Ag enthalten, folgt die Anwesenheit der Valerianséure mit 
Sicherheit. 

Die Messung der optischen Aktivitat dieser drei Fraktionen ergab 
die folgenden Werte, welche die Berechnung des Gehalts an optisch 
aktiver Valeriansaure erlaubten: 
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al n 691° 39,92°., optisch aktive Valeriansaure 
[x]'s, 8,149 — 47,05° 
[x]'p 7,30° — 42,19° 


Da die nachsttiefere Fettsaure, die von Gérard und Darexy angeblich 
isolierte Butterséure, kein asymmetrisches Kohlenstoffatom  besitzt, 
so muB die Aktivitat auf die Valeriansaure zuriickzufiihren sein, um so 
mehr, als die Anwesenheit der Capronsaure in gréberen Mengen infolge 
des hohen Silbergehalts der Fraktion I ausgeschlossen erscheint Im 
Zusammenhang hiermit sei bemerkt, daB wir fiir die Anwesenheit von 
Buttersiure trotz der groben aufgearbeiteten Fettmengen keinen 
Anhaltspunkt finden konnten, Ist sie aber dennoch im Fett vorhanden, 
so ist dies sicherlich im Verhaltnis zur Valeriansaéure in verschwindend 
kleiner Menge der Fall. und es besteht die Vermutung, dai die genannten 


Forscher seinerzeit Valeriansiure in Handen hatten. 

















24 J. Weichherz u. R. Merlander: 


Wie bereits einleitend erwahnt wurde, scheint die Anwesenheit 
der Valeriansiure auf einen Zusammenhang zwischen Hefefett und 
Stickstoffstoffwechsel der Hefezelle hinzuweisen; es ist namlich seit 
den Untersuchungen von Ehrlich! bekannt, daB aus dem Leucin gleich- 
zeitig Valeraldehyd, Valeriansdure und Amylalkohol entsteht ?. 

Die Abwesenheit von Ameisensiure und Essigsiure wurde durch 
den negativen Ausfall der Reduktionsprobe fiir erstere und der Kakodyl- 
reaktion fiir letztere sichergestellt. 

Fraktion Il erwies sich als eine Mittelfraktion, welche bei wieder- 
holter Fraktionierung in die Fraktionen | und III aufging. Hierauf 
wies von vornherein auch schon die breite Siedegrenze von 80 bis 130° 
im Verhaltnis zur sehr geringen Menge von 0,5°,, hin. 

Fraktion III wurde gleichfalls in drei Intervallen yon etwa 7° 
fraktioniert. Die Silberwerte dieser Fraktionen waren: 


Fraktion III: a) 42,02°, Ag 
b) 38,20° Ag 
c) 36,.92°, Ag 


Die wiederholte Fraktionierung ergab weder konstante Siedepunkte, 
noch konstante Silberwerte. Einzig Fraktion III, c) lieferte bei mehr- 
maliger Destillation geringe Mengen einer Saure mit dem ziemlich 
konstanten Ag-Gehalt von 38,91°,. Diese Saéure diirfte vermutlich 
als Caprinsiéure anzusprechen sein. Eine endgiltige Entscheidung 
hieriiber sowie iiber die etwaige Anwesenheit der zwischen Valeriansaure 
und Caprinsiure liegenden anderen Fettsduren kann erst durch Auf- 
arbeitung noch gréBerer Hefefettmengen erfolgen, deren Beschaffung 
allerdings erhebliche technische Schwierigkeiten verursacht. 

Bei der fraktionierten Destillation der fliichtigen Sauren blieb 
im Kolben stets ein héhersiedender Riickstand zuriick, welcher als 
Folge der unscharfen Trennung der nichtfliichtigen Sauren von den mit 
Wasserdampf fliichtigen in die Gruppe der ersteren gehérte und deshalb 
diesen hinzugefiigt wurde. 

Bei der anschlieBenden Untersuchung der nichtfliichtigen Sauren 
wurden wir von der Beobachtung geleitet, da das Hefefett eine darm- 
erregende Wirkung zeigt®. Alle aus dem Hefefett isolierten Sauren 
zeigen dagegen auch in Gemischen keine derartige Wirkung. Wir 
hatten daher die Vermutung, daB im Hefefett noch Bestandteile vor- 
handen sein miissen, welche diese Wirkung entfalten. Zur Entscheidung 
der Frage, wo diese Stoffe zu suchen sind, bedienten wir uns als Test- 


1 F. Ehrlich, Ber. 39, 4072, 1906; 40, 1027, 1907. 

2 Beim Verseifen des Hefefettes beobachteten wir einen deutlichen 
Fuselél- bzw. Cognacélgeruch. 

3 E. Roos, Miinch. med. Wochenschr. 47, 1481, 1900; O. Hinsberg u. 
E. Roos, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 1, 1903. 











Hefefett. I. 25 


objekt des iiberlebenden Kaninchendarms. Die experimentelle Durch- 
fiihrung erfolgte mit der von R. Magnus! angegebenen Anordnung. 
Es war keineswegs beabsichtigt, aus den erhaltenen Darmzuckungs- 
kurven irgendwie geartete Schliisse beztiglich der Wirkungsart des 
Hefefettes oder dessen Bestandteile zu ziehen. Die beobachtete tonus- 
steigernde Wirkung des Hefefettes sollte lediglich als qualitative 





,,Reaktion™ auf die gesuchten Bestandteile dienen, wobei wir uns dessen 
wohl bewuBt waren. daB die am tiberlebenden Darm angestellten Ver- 


suche nicht ohne weiteres auf den Darm in vivo tibertragbar sind 


Es sei erwahnt, daB das Hefefett und die einzelnen Bestandteile 
teils emulgiert mit Gummi arabicum, teils verseift angewandt wurden 
Kine Ausnahme bildeten nur die abgespaltenen Amine, die wir in Wasser 
mit Hilfe ausreichender Salzsiuremengen gelést haben. Bei Anwendung 
der Seifenlésungen trat eine nicht unbedeutende Fehlerquelle infolge 
der Ausfaillung der in der Tyrodelésung enthaltenen Ca-lonen auf. 
Dies erfolgte besonders bei Zugabe von gréBeren Mengen des verseiften 
Fettes. Beobachtet man bei sonst unwirksamen Fettsauren ein Ab- 
klingen des Darmtonus, so muB dies nicht unbedingt den Fettsaduren, 
sondern vielmehr dem Calciummangel zugeschrieben werden. Da wit 
aber bei unseren Versuchen auf die tonussteigernde Wirkung achteten, 


spielt diese etwaige Stérung keine ausschlaggebende Rolle. 





Abb. 1 


Von den zahlreichen Darmversuchen teilen wir als Beleg nur eine 
beschrankte Anzahl mit. Wir priften zunachst die Wirkung des nativen 
Hefefettes in Form einer 0,5°,igen Emulsion (Abb. 1). Man beobachtet 
bei Zugabe von 2cem dieser Emulsion zu 100 cem Tyrode (0.01 Fett) 
einen starken Tonusanstieg und darauffolgendes rasches Abklingen Nach 
dem Waschen mit reiner Tyrode-Lésung steigt der Tonus wieder auf die 
normale Héhe. Geht man mit der Verdiinnung auf 0,4 cem (0,002 Fett) 


1 R. Magnus, Einfaches pharm. Prakt. f. Med., S. 26ff., Berlin 1921 
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herunter, so ist nur ein Tonusanstieg ohne nachfolgendes Abklingen be- 
merkbar. Wendet man das Hefefett in verseifter Form an, so entsteht 
bereits bei 0,001°, Fett ein krampfartiger Anstieg des Tonus (Abb. 2). 
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Abb. 2. 


Die Untersuchung der bisher bekannten Bestandteile des Hefefettes 


ergab, dab diese durchweg keine tonussteigernde Wirkung besitzen. Wir 


halten es deshalb fiir tiberfliissig, diese negativen Zuckungskurven wieder- 
zugeben. Die bei der vorhergehend beschriebenen Aufarbeitung des Hefe 
fettes erhaltenen Fraktionen des Unverseifbaren, der Amine und der 


flichtigen Siéiuren erwiesen sich ebenfalls als in obigem Sinne unwirksam. 
Dagegen zeigte sich, daB die Fraktion der nichtfliichtigen Sauren eine 


stark ausgeprigte darmtonussteigernde Wirkung besitzt. 


Zur Untersuchung wurden die michtfliichtigen Sauren mit Hilfe 


der tblichen Veresterungsmethoden in die Methylester verwandelt 


und 


einer fraktionierten Destillation unterworfen. Die Destillation 


wurde bei 0.5mm Hg ausgefiihrt und ergab folgende Fraktionen: 


% bis 105° IV. 155 bis 170° 
i. 190 ., 146° V. 180 ,, 240° 
IIT. 148 ,, 155° VI. Riickstand 


Die chemische Untersuchung ergab auBer den bis jetzt schon be- 


kannten Ergebnissen nichts wesentlich Neues. Es ist dies mit Riicksicht 


auf 


die weiter unten mitgeteilten Darmversuche wahrscheinlich auf 


die sehr geringe Menge der noch unbekannten Sauren zuriickzufiihren. 
Ks mibten gréBere Mengen des Hefefettes aufgearbeitet werden, um 


eine Abtrennung und Isolierung dieser kleinen Mengen zu erméglichen. 


Die Untersuchung am Darm ergab, daB die Fraktionen von 120 bis 148° 


und von 148 bis 155° eine starke darmerregende Wirkung entfalten (Abb. 3 
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Abb. 3. 
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und 4). Die letztere der beiden Fraktionen zeigte einen sehr ruhigen. gleich 
maBigen Tonusanstieg, ohne Krampf, wogegen Fraktion 120 bis 148° 
eine mehr ausgepragte Krampftwirkung besitzt. Es sei noch bemerkt. 
daB die Fraktion 160 bis 170° kaum noch ausgesprochen darmerregend wirkt, 
sondern nur noch Krampf hervorruft. Man kénnte hieraus den Schlub 
ziehen, dali die Darmwirkung des Hefefettes nicht einer, sondern mehreren 
noch unbekannten Séuren zuzuschreiben ist. Bei diesen Darmversuchen 
wurden die einzelnen Methylesterfraktionen erst nach der Verseitung mit 
Natronlauge verwandt. 
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Abb. 4. 


Ks seit noch erwahnt, dab wir, um einen Anhaltspunkt ftir die noch 
fehlenden wirksamen Sauren zu erhalten, eine Anzahl von Fettséuren und 
Olen aut ihre Wirksamkeit am Darm gepridt haben. Obwohl! kein unmittel 
barer Zusammenhang mit dem Hefefett besteht. sollen die Ergebnisse hiet 
kurz angefiihrt werden: Butter-, [sobutter-, Stearin-, Eruca-, Dioxystearin- 
siure, sowie Triolein und Gynocardiaél hatten keinerlei tonussteigernads 
Wirkung. Hingegen waren, wie bereits bekannt ist. die Kicinolséure, das 
Ricimus6l und das Crotondél stets wirksam. 

Da die bisherigen Versuche trotz verschiedener Trennungsverfahren 
keine vollstandige Aufklarung der Zusammensetzung des Hefefettes 
ermoglichten, werden diese mit gréBeren Hefefettmengen, deren Her- 
stellung zurzeit mit groBen Schwierigkeiten verkniipft ist, fortgesetzt. 
Zur Herstellung von 100 kg Hefefett miissen etwa 5000 kg Trockenhefe 

20000 kg PreBhefe extrahiert werden. 


Zusammenfassung, 

AuBer den bisher bekannten Fettséuren wurden mit Sicherheit 
die Anwesenheit von Valerianséure, héchstwahrscheinlich die An- 
wesenheit von Caprinsiure und eine oder mehrere bisher noch un- 
bekannte héhere, nicht fliichtige Sauren festgestellt. Die Isolierung 
letzterer Séuren ist bisher noch nicht gegliickt. 

Diese Arbeit wurde im Physiologischen Institut der Tierarztlichen 
Hochschule Berlin mit Unterstiitzung der Standard Brand Corp. Newyork 


ausgefiihrt. Wir sind Herrn Prof. Dr. Waa Cremer tiir das unseren Arbeiten 
entgegengebrachte Interesse sowie Herrn Dr. fF. Fk’. Nord fiir die treundliche 


Vermitthung zu groBem Dank verbunden 








Quantitative Bestimmung des Gesamtphosphors 
und anorganischen Phosphors im Harn mittels 
des Stufenphotometers. 


Von 
Carl Urbach. 


(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11, Juni 1931.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Bei Untersuchungen des Phosphorstoffwechsels im gesunden und 
kranken Organismus, die auf Anregung meines hochverehrten Lehrers 
Prof. A. Tschermak, dem auch an dieser Stelle ergebenst gedankt sei, 
unternommen wurden, galt es bei der groBen Anzahl der Methoden 
fiir Bestimmung des Phosphors vorerst die Methodik zu wahlen, die fiir 
unsere Zwecke am, besten verweadbar war. Da es sich bei dem vor- 
handenen biologischen Material um die Bestimmung kleinster absoluter 
Mengen handelte, die um einige Zehnerpotenzen niedriger lagen als die 
Mengen, welche die Gewichts- und Mafanalyse zu erfassen erlauben, 
schieden die gravimetrischen und titrimetrischen Methoden von vorn- 
herein aus. Die nephelometrischen Methoden [ Bloor (1), Kleinmann (2), 
Juliusberger (3)| konnten nicht in das Bereich unserer Untersuchungen 
gezogen werden, weil kein Nephelometer zur Verfiigung stand. 

Wir dachten daher an die kolorimetrischen Methoden, die zum 
Teil auf der Umsetzung des Uranylphosphatniederschlags mit Ferro- 
eyankalium zu braunem  Uranylferrocyanid beruhen [Sato (4), 
Yoshimatsu (5), Hinsberg und Lang (6)|, zum Teil die Reduktion des 
Phosphormolybdinkomplexes zu blaugefirbtem Molybdanoxyd zur 
Grundlage haben. Speziell haben R. P. Bell und Doisy (7) eine Methode 
ausgearbeitet, bei der sie Hydrochinon als Reduktionsmittel ver- 
wenden und eine Blaufarbung, nach erfolgter Umsetzung im saueren 
Milieu, bei alkalischer Reaktion durch eine Carbonatsulfitlésung er- 
zielen. Die Methode zeigt, wie auch Nachpriifer, so besonders 
H. K. Barrenscheen (8) mit seiner ausgedehnten Erfahrung bestatigte: 
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eine recht gute Ubereinstimmung mit den auf gravimetrischem Wege 
gefundenen Werten* (maximale Abweichung 3°,). Als wesentlicher 
Nachteil wird von dem genannten Autor und auch nach den Ergebnissen 
eigener Untersuchungen die Tatsache empfunden, daB die Farbténe 
nur innerhalb enger Grenzen, selbst bei Verwendung eines so vor- 
zuglichen Instruments, wie es das neue Leitzsche Universalkolorimeter 
ist, genau vergleichbar sind, so daB die Notwendigkeit besteht, eine 
groBere Anzahl von Standardlésungen zu verwenden. Auch das rasche 
Nachlassen der erreichten Farbintensitaét liBt ein exaktes Arbeiten 
nur innerhalb 30 Minuten zu und macht dadurch Serienbestimmungen 
unmoéglich. Eine ganze Anzahl Autoren versuchten vergeblich, diese 
Mangel, die der Methode anhaften, zu beseitigen, bis  schlieBlich 
CO. H. Fiske und Y. Subbarow (9) eine Methodik schufen, die tatsachlich 
innerhalb recht weiter Konzentrationsgrenzen exakte und genaue Werte 
gewihrleistete. (Bei einer Standardlésung von 0,4 mg-°,, P, einwand- 
freie Erfassung von Phosphormengen zwischen 0,2 bis 1,6 mg-°, P.) 
Als Reduktionsmittel dient nicht mehr Hydrochinon, sondern die 
1-Amino-2-naphthol-4-sulfosaure, wodurch nicht nur die Geschwin- 
digkeit der Reduktion wesentlich erhéht, sondern auch die Fehler- 
moéglichkeit einer eventuellen Reduktion von Molybdianséure aus- 
geschaltet wird. Zur Herstellung der 1-Amino-2-naphthol-4-sulfosiure 
benutzt man die Vorschrift nach Folin (10). Verschiedene Autoren, 
so speziell, Jendrassik und Lohmann (11), haben diese Methode an 
Kontrollen mit der gravimetrischen Bestimmung nach Embden (12) 
iiberpriift und ihre Exaktheit bewiesen, wobei sie noch die Farbentwick- 
lung durch kurzes Erwarmen auf 37° beschleunigen konnten. 

Wenn wir trotzdem die Methode nach Bell und Doisy wahlten, so 
geschah dies in der Uberlegung, daB bei unseren Versuchen die Ab. 





spaltung von organisch gebundener Phosphorséiure durch Séure- 
einwirkung unbedingt vermieden werden muBte. Die Fehlerméglichkeit, 
die im Salzgehalt dieser Lésungen liegen konnte, kam bei den in Be- 
tracht kommenden Verdiinnungen des Harns iiberhaupt nicht in Frage. 
Die Haupteinwinde gegen die Methode (allmiahliche Entstehung der 
zu vergleichenden Farbintensitét und Abblassen derselben in kurzer 
Zeit und so vollkommen illusorische Bestimmungen, ferner mangelnde 
Eignung zur Serienuntersuchung) fielen bei Verwendung des Stufen- 
photometers meines Erachtens weg. 


Fir das Verfahren von Bell und Doisy sind folgende Lésungen er- 
forderlich (12) [auch nach (12) zitiert}: 

, 1. Molybdénséure. 50g reines Ammoniummolybdat werden, ohne zu 
erhitzen, in 1000 cem phosphorfreier n Schwefelséure gelést. 5 ccm dieser 
Lésung werden mit 5ccm der Hydrochinonlésung (2) und nach 5 Minuten 
mit 25 cem der Carbonatsulfitmischung (3) versetzt. Wenn das Ammonium- 
molybdat rein ist, mu die Lésung farblos bleiben. 
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2. Hydrochinonlésung. 20g Hydrochinonlésung werden unter Zusatz 

von | cem konzentrierter Schwefelsiure in 1000 cem Wasser gelést. Die 
Léosung mu8 verschlossen aufbewahrt werden; dunkel gefarbte Loésungen 
sind unbrauchbar. 

3. Carbonatsulfitmischung. 75g Natriumsulfit werden in 500 cem 
Wasser aufgelést und zu 2 Liter einer 20°,igen Lésung wasserfreier Soda 
gegeben; die Lésung wird filtriert. 

4. Stammlésung von Monokaliumphosphat. 4.394 ¢ reines Mono- 
kaliumphosphat, das feinst gepulvert im Exsikkator iiber Schwefelsaéure 
einige Tage getrocknet wird, werden in einem MeBkolben von 1000 cem 
Inhalt in Wasser gelést; 1 ccm dieser Lésung entspricht 1 mg Phosphor. 
Die Lésung wird mit Chloroform konserviert und sorgfaltig verschlossen 
gehalten. 

Zur Bestimmung des anorganischen Phosphors bringt man dann in 
einen 100-ccm-MeBkolben genau 1 bis 5cem Harn, in einen zweiten 5 ccm 
Vergleichslésung; zu beiden gibt man je 25ccem Wasser und fiigt noch 
5cem Molybdénséure und 5cem Hydrochinonlésung hinzu. Nach Verlauf 
von 25 Minuten setzt man je 25cem Carbonatsulfitmischung zu, fiillt zur 
Marke auf und mischt gut durch. Nach 10 Minuten kann kolorimetriert 
werden; die Schichthéhe der Vergleichslésung (5 cem = 0,5 mg P) stellt 
man auf 20 mm. 

Um den Gesamtphosphor zu bestimmen, wird 1 ccm Harn mit einer 
Ostwaldschen Pipette in ein Hartglasreagenzrohr gemessen und mit 6 bis 
8 Tropfen konzentrierter Schwefelséure, 1 cem konzentrierter Salpeterséure, 
sowie mit einem Quarzkérnchen versetzt. Das Rohr wird vorsichtig erhitzt, 
und zwar so lange noch braune Dampfe entweichen, aber nicht langer, als 
die zuriickdestillierenden Saéuretropfen farblos sind. Keinesfalls darf zur 
Trockne erhitzt werden und eine Uberhitzung der Wandung eintreten.* 

Das Veraschungsgemisch wird mit etwa 25 ccm Wasser in ein 100-ccem- 
MeBk6lbchen gebracht. In ein gleiches K6lbchen bringt man 6 Tropfen 
konzentrierter Schwefelséiure und je nach der Menge der gefundenen an- 
organischen Phosphorséure 2, 3 oder 5cem der Standardphosphatlésung 
(5cem = 0,5 mg P), und das gleiche Volumen Wasser wie in der zu unter- 
suchenden Probe. Im iibrigen verfahrt man genau so wie bei der Bestimmung 
des anorganischen Phosphors. 

Die oben genannten Autoren machen in ihrer Originalvorschrift 
darauf aufmerksam, daB das unbekannte Praparat méglichst gleiche 
Temperatur, Aziditét und Volumen wie das Standardpraparat besitzen 
soll, und erwaihnen, daB die Praparate auch nach Einhaltung dieser 
Vorschriften eine allmahliche Abblassung zeigen, die aber nicht beachtet 
werden miisse, weil sich die Standardlésungen unter gleichen Bedingungen 
in der gleichen Weise verandern, wie kolorimetrische Messungen nach 
5 Minuten und nach einer Stunde ergaben. 


Um nun die zeitraubende Herstellung einer Standardlésung zu 
vermeiden, versuchten wir bei dieser Methode, statt des Kolorimeters 
das Pulfrichsche Stufenphotometer zu verwenden. Wir waren dabei 
von der Uberlegung geleitet, daB das Studium des Einflusses der Tempe- 
ratur, des Lichtes, der Aziditét und des Volumverhaltnisses auf die 
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Intensitat der Farbe ebenfalls mit Hilfe des Photometers rascher, be- 


quemer und exakter durchfiihrbar ist. Als dritter Vorteil kam die 
Méglichkeit dazu, die bei Verwendung des Kolorimeters unbedingt 
notwendige Schichthédhenmethode ausschalten zu kénnen. Zudem 


konnten noch minimale Verschiedenheiten der sogenannten Farb- 
intensitat, die mit dem freien Auge nicht mehr wahrnehmbar waren, 
nachgewiesen werden, was gerade bei dieser Reaktion infolge allmahlicher 
Entstehung der Farbe von Wichtigkeit war. 


Beziiglich Verwendung und Beschreibung des Instruments sei auf die 
unter (13) zitierten Arbeiten verwiesen. Um das fiir die Untersuchungen 
giinstigste Filter zu finden, wurde eine typische Farbkurve (Abb. 1) an- 
gelegt, wobei Lésungen in Verwendung kamen, die vorschriftsmaBig 
10 Minuten nach vorgeschriebener Herstellung photometriert wurden. 
Als giinstigstes Filter ergab sich das Filter 8 72, das ein Absorptions- 
maximum und doch keinen staérkeren Anstieg der Absorptionskurve in 
seinem Bereich zeigte. 





SS, 


= 

N 

b es 
z 

a | 





= oe 
750 700 650 600 550 
Weller, ange ——> 


Abb. 1 
Typische Farbkurve eines Molybdanphosphorsiurekomplexes, erhalten durch Reduktion mit 
Hydrochinon, Konzentration 0,5 mg-°/, P, gemessen bei einer Schichtdicke von 5 mm 
gegen H,O. Mafstab 1: 2,5 


Nun war aber zu beriicksichtigen, dab das Gebiet ab 650 pu wegen 
der geringen Empfindlichkeit des Auges in diesem Bereich tunlichst 
vermieden werden soll; deshalb wurde auch das Filter 8 61, obwohl 
in seinem Bereich die Absorptionskurve etwas steiler abfiel, gewahlt. 
Zudem war, falls geiibte Beobachter schon mit dem Filter 8 72 genaue 
Werte érhielten, die Verwendung zweier Filter kein Hindernis, sondern 
ein ausgezeichnetes Kontrollmittel der Messungen. 


Das DurchlaBgebiet der beiden Filter ist folgendes! 


! Obwohl in der folgenden Tabelle zur Berechnung der wirksamen 
Filterschwerpunkte die relative Augenempfindlichkeit fiir Tageslicht 
angenommen wird und bei der Messung, das vom Tageslicht in bezug auf 
die spektrale Energieverteilung abweichende Licht der Nitralampe benutzt 
wurde, ergeben die Daten der Tabelle auch in diesem Falle eine hinreichende 
Kennzeichnung der Filterschwerpunkte. 
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Wirksamet Dureh- 


Breite* in uu ge Filter- Wirksame Breite** lassigkeit 
. de ch- 
Filter bei “ ok it schwer- In uu am Filter- 
uae SSSIgKC! punkt schwer- 
2 1 in uu in wu 2 punkt 
8 72 i ~ 728 41) 75 33 
S61 33 81 622 617 27 58 0.054 


* PD. h. die Differenz der Wellenlingen, fiir welche zu beiden Seiten des Maximums die 
Durchlissigkeit auf die Halfte bzw. ' ,9 gesunken ist. 

** Die wirksame Wellenlinge bzw. wirksame Breite erhdélt man aus der Kurve, welche 
durch Multiplikation der Durchiassigkeitswerte fiir jede Wellenlange mit der relativen Emp- 
findlichkeit des Auges fiir Tageslicht erhalten wird. 
Tyndall, Bureau of Standard 19, 131, 1923). 


(Nach den Werten von Gibbson und 


Da mit dem Stufenphotometer, wie schon oben erwahnt, minimale 
Verschiedenheiten der sogenannten Farbintensitat, die mit dem freien 
Auge nicht mehr wahrnehmbar sind, nachgewiesen werden kénnen, 
war zuerst festzustellen, ob die erhaltene Farbintensitat eine ge- 
niigende Zeit lang tatsichlich konstant war und nicht Verainderungen 
aufwies. Tatsachlich zeigte die nach Vorschrift der Autoren hergestellte 
Standardlésung eine Verainderung, die aus Tabelle I ersichtlich ist. 
Den gefundenen Werten ist zu entnehmen, daB die Untersuchung 


innerhalb einer Zeit von 20 Minuten zu erfolgen hatte. 


Tabelle I. 


Zeitiiche Veranderung der Farbintensitaét eines Molybdianphosphorséure- 
komplexes, erhalten durch Redukfion mit Hydrochinon bei Einwirkung 
von diffusem Tageslicht. Konzentration 0,5 mg-°% P, gemessen gegen H.O 
unter Vorschaltung des Filters S 72 bei einer Schichtdicke von 5mm und 
Temperatur von 18°C. Die einzelnen Werte stellen die Mittelwerte aus je 


30 Messungen dar. 








Zeit in Min. Diffuses Tageslicht Zeit in Min Diffuses Tageslicht 

nach Zugabe rue eS * , —| nach Zugabe 

der Carbonat- ; Extinktions- der Carbonat- ; Extinktions- 

sulfitlisung D in %\9 koeffizient sulfitlisung D in ° koeffizient 
20 35,1 0,910 80 44 0,714 
30 35,1 0,910 90 45 0,694 
40) 38 9,840 100 47 0,656 
5) 40 0,796 110 48,3 0,632 
60 41,7 0,760 120 49.6 0,608 
70 43 0,734 130 51 0,584 


Die Priifung des Lambert-Beerschen Gesetzes, das eigentlich nur 
fiir homogenes Spektrallicht gilt, gab trotz der Breite des Durchlab- 
gebiets der verwendeten Filter eine Gerade in einem Koordinaten- 


system, dessen Abszisse die Schichtdicke bzw. Konzentration und 
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dessen Ordinate die negativen Logarithmen der Durchlassigkeit bildeten 
(Abb. 2 und 3). 





neg Logarithms der Lurchlass ghert 
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Abb. 2 
Beziehung zwischen Schichtdicke und Durchlissigkeit fiir einen Molybdanphosphorsadure- 
komplex, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon. Konzentration 0,5 mg-°/, P, gemessen 


gegen H,0. Filter S72. Der geradlinige Verlauf bestiétigt die Linearbeziehung 
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Abb. 3. 


Beziehung zwischen Schichtdicke und Durchlissigkeit fiir einen Molybdinphosphorsdure- 
komplex, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon. Konzentration 0,5 mg-°/, P, gemessen 
gegen H,O. Filter S61. Der geradlinige Verlauf bestatigt die Linearbeziehung. 


Damit war bewiesen, daB die Errechnung einer jeden Konzen- 
tration aus ihren Extinktionskoeffizienten nach der Formel C, C 
. £,/E,, wenn einmal C, und £, bestimmt wurden, méglich war. 





Zu diesem Zwecke ist von 20 Lésungen im Sinne einer Standard- 
lésung von 0.5 mg-°, P, die Extinktion fiir eine Schichtdicke von 5 bzw. 
10mm _ bestimmt und als Mittelwert eine Trommelablesung errechnet 
worden. Das entspricht bei Vorschaltung des Filters S 72 unter Verwendung 


einer Schichtdicke von 5mm D in °, = 35,08 gegen H,O. Bei Vorschaltung 
des Filters S 61 unter Verwendung einer Schichtdicke von 10 mm finden 
wir den Wert von D in®% = 16,4 gegen H,O. 


An einer Reihe entsprechend abgestufter Losungen von bekannter 
Konzentration wurden nun je 20 Messungen durchgefiihrt und deren Mittel- 
wert in ein Koordinatensystem eingetragen, dessen Abszisse die Kon- 
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zentration und dessen Ordinate die zugehérigen Ablesungen (Durchlassig- 
keit Din °,) bildeten (Abb. 4 und 5). 
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Abb, 4 
Eichkurve der direkten Ablesewerte D in °/9 fiir den Phosphorgehalt eines Molybdinphosphor- 
siurekomplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon, wobei 100° 9) einer Konzentration 
0,5 mg-°/g P entsprechen, Schichtdicke 5mm, Filter S 72, gemessen gegen Hy. 
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Abb. 5. 
Eichkurve der direkten Ablesewerte D in °') fiir den Phosphorgehalt eines Molybdiuinphosphor- 
siurekomplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon, wobei 100°/9 einer Konzentration 
0,5 mg-°/9 P entsprechen. Schichtdicke 10 mm, Filter S 61, gemessen gegen H20. 
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Abb. 6. 
Eichkurve der negativen Logarithmen der Durchlissigkeit fiir den Phosphorgehalt eines 
Molybdinphosphorsiurekomplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon, wobei 100° 9 
einer Konzentration von 0,5 mg-°/, P entsprechen. Schichtdicke 5 mm, Filter S 72, gemessen 
gegen H,0. 














Bestimmung des Gesamtphosphors usw. im Harn. 35 

In Abb. 6 sind die Eichkurven in ein Diagramm eingetragen, das 
die negativen Logarithmen der Durchlassigkeit bzw. die Extinktions- 
koeffizienten (Abb. 7 und 8) in Abhangigkeit von der Konzentration 
enthalt. 
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Abb. 7 
Kichkurve der Extinktionskoeffizienten fiir den Phosphorgehalt eines Molybdanphosphorséure- 
komplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon, wobei 100° 9 einer Konzentration von 
0,5 mg-°), P entsprechen. Filter S 72, gemessen gegen Hy, O. 
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Abb. 8, 
Eichkurve der Extinktionskoeffizienten fiir den Phosphorgehalt eines Molybdinphosphorsdure- 
komplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon, wobei 100 einer Konzentration von 


0.5 mg-°/5 P entsprechen. Filter S 61, gemessen gegen H, 0, 


Wie bereits oben erwahnt, ist das Filter § 61 infolge seines hin- 
sichtlich der Empfindlichkeit des Auges giinstigeren Spektralbereichs 
vorteilhafter als das Filter 872. Zudem kommt noch als weiterer 
Vorteil die erhéhte Genauigkeit der Messung infolge groBer Schichtdicke, 
da die gréBere Schichtdicke gemaB dem Absorptionsgesetz die stirkere 
Lichtschwachung zeigt und die Unterschiede der Lichtintensitaten fiir 
wechselnde Konzentrationen entsprechend gréBere Trommelverschie- 
bungen nétig machen. Dadurch ist man in der Lage, et waige Einstellungs- 
fehler méglichst niedrig zu halten. Einen zahlenmaBigen Ausdruck 
fiir die besprochenen Beziehungen zwischen Schichtdicke und Licht- 
abschwachung der zu untersuchenden Lésungen erhalten wir bei Be- 
trachtung der Differenz der Lichtintensititen (di) der aufeinander- 
folgenden P-Konzentrationen, wie sie in Tabelle I] wiedergegeben sind ; 
bei Anwendung der 10-mm-Kiivetten sind groBe Differenzen, bei An- 
wendung der 5-mm-Kiivetten kleine Differenzen zu verzeichnen. Im 
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letzteren Falle wird sich also ein Einstellungsfehler starker auswirken 
als bei Verwendung der 10-mm-Kiivette. Eine gréBere Schichtdicke 
als 10 mm wurde jedoch nicht gewahlt, weil der Vorteil einer noch 
gréBeren Schichtdicke durch den Nachteil der damit notwendigen 
gréBeren Verdiinnung der Lésung und der damit verbundenen Ab- 
schwachung der Absorptionsmaxima aufgehoben worden ware. 


Tabelle II. 


Filter 8 61. Temperatur 18°C. Gemessen gegen H,O. 








10-mm-Kiivette experimentell bestimmt 5-mm-Kiivette berechnet 

neg. Log neg. Log 
7 d; d. Durch- dog i d, d. Durch- d, & 
lassigkeit © lassigkeit S 

83 0,081 0,040 
68,6 14,4 0,163 0,082 8,2 0,081 0,041 
58,2 10,4 0,235 0,072 6,6 0,117 0,036 
2 47.9 10,3 0,320 0,085 69,2 7,1 0,160 0,043 
0,25 40,0 7,9 0,397 | 0,077 63,3 5,9 0,198 0,038 
0,3 33,1 6.9 0,480 0,083 57,55 5,75 0,240 0,042 
0,35 28,2 49 0,549 0,069 53,1 4,4 0,274 0.034 
O04 23,9 43 0,624 0,075 48,5 4.3 0,312 0,038 
0,45 20,2 3,7 0,695 0,071 44.9 3,9 0,347 0,035 
0,5 16.4 3,8 0,785 0,090 405 4.4 0.392 0.045 


Nun ergab sich aber bei Anwendung der verfeinerten MeBtechnik 
die Notwendigkeit, die Bedingungen, die zur Farbe und ihrer Haltbarkeit 
fiihrten, neu zu untersuchen. 


Zuerst wurde versucht, den Phosphorgehalt des Molybdanphosphor- 
séurekomplexes zu variiren, indem wir uns eine Lésung herstellten, deren 
Konzentration 5 mg-°, P, also nicht wie vorgeschrieben 0.5 mg-°,, P ent- 
sprach. Es zeigte sich nun an der Hand der aufgestellten Eichkurven 
(Abb. 9 und 10), daB Konzentrationen, die gréBer als 70°, waren (3.5 mg- 
P) eine héhere Durchlassigkeit aufwiesen als Lésungen, die eine kleinere 
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Abb. 9. 
Versuch zur Aufstellung einer Eichkurve der direkten Ablesewerte PD in fiir den Phosphor- 
gehalt eines Molybdanphosphorsaurekomplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinor 
wobei 100 °/, einer Konzentration von 5 mg-°/9 P entsprechen. Schichtdicke 2.5mm, Filter 


S 72, gemessen gegen H, 0. 
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lag. da8 die vorhandene Ammonmolybdatmenge in einem zu geringen 
Uberschu8 vorhanden war, um die Reaktion zwischen Phosphor und Ammon 
molybdat bis zum Endpunkt zu fiihren, oder ob der Grund in einem zu 
geringen Uberschu8 an Hydrochinon lag, so daB eine vollstandige Reduktion 
nicht erreicht werden konnte, ist vorléufig noch nicht mit absoluter Sicher- 
heit festgestellt worden. Jedenfalls ist bei der Form der erhaltenen Eich- 
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Abb. 10 


Versuch zur Aufstellung einer Eichkurve der Extinktionskoeffizienten fiir den 
Phosphorgehalt eines Molybdanphosphorsdurekomplexes, erhalten durch Reduk 


tion mit Hydrochinon, wobei 100 einer Konzentration von 5 mg- P 
entsprechen. Filter S 72, gemessen gegen H, O. 


kurven eine Ablesung der Konzentration unmdéglich, da man bei Durch- 
lassigkeitswerten unter 10°, zwei verschiedene Konzentrationswerte erhalt. 
Eine jede Anderung hinsichtlich des vorgeschriebenen P-Gehalts des 
Molybdanphosphorséurekomplexes erwies sich also als unzulissig. 

Da nun, wie schon oben erwahnt, mit dem Stufenphotometer selbst 
Veranderungen, die mit dem freien Auge nicht mehr erfaBt werden 
kénnen, feststellbar sind, konnte man den Eintritt des Maximums 
sehr genau bestimmen. Die beobachteten Werte sind in Tabelle LI] 
wiedergegeben, wobei Werte bei diffusem Tageslicht, bei Sonnenlicht 
und bei kiinstlichem Licht aufgenommen wurden. Die sprunghafte 
Veranderung bei Sonnenlicht ist zum gr6Bten Teil infolge der betracht- 
lichen Erhéhung der Temperatur nach 20 Minuten (von 19 auf 40° C) 
zu erklaren. Von einer eingehenden Untersuchung dieser Frage wurde 
jedoch abgesehen, da die Messung erfahrungsgemaB bei Zimmertempe- 
ratur, d.i. 16 bis 19°C, erfolgt und derart extreme Werte, wie 40° C 
und dariiber, bei dem iiblichen MeBvorgang nicht in Betracht kommen. 
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Tabelle Ill. 


Zeitliche Veranderung der Farbintensitaét eines Molybdanphosphorsaure- 

komplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon bei Einwirkung 

von diffusem Tageslicht, Sonnenlicht und kiinstlichem Licht. Konzentration 

0,5 mg-°, P, gemessen gegen H,O unter Vorschaltung des Filters S 61 bei 

einer Schichtdicke von 10 mm. Die einzelnen Werte stellen die Mittelwerte 
aus je 30 Messungen dar. 





Zeit in Min. Diffuses Tageslicht Sonnenlicht Kiinstliches Licht 
nach Zugabe 
der Carbonat- 


Extiuktions 





Extinktions- Extinktions- 


sulfitiéeung D in “io koeffizient ||? i °/o koeffizient 2 '" koeftizient 
0 16,5 * 0,783 16,6* 0,780 16,5* 0,783 
2 16,6 0,780 16,5 0,783 16,5 0,783 
5 16,6 0,780 16,6 0,780 16,6 0,780 
8 16,5 0,783 16,5 0,783 16,5 0,783 
10 16,5 0,783 16,6 0,780 16,6 0,780 
25 16,6 0,780 16,8 0,775 16,6 0,780 
30 16,7 0,777 16,9 0,772 16,6 0,780 
40 18 0,745 18,4 0,735 16,7 0,777 
55 19 0,721 25,8 0,588 17,5 0,757 
70 24,6 0,609 38,1*** 0,419 20,3 0,693 
90 26 ** 0,585 21,7 0,664 
110 30 0,523 22,9 0,640 
140 33,6 0,474 25 0,602 
* Temperatur 19° C ** Temperatur 22° C *** Temperatur 42° C.} 


Wie man sieht, ist das Maximum der Farbintensitat sofort nach 
Herstellung der Farbreaktion erreicht, bleibt durch 30 Minuten praktisch 
konstant und beginnt dann allmahlich abzusinken. 

Daraus ergibt sich fiir die Durchfiihrung der Messung hinsichtlich 
der Zeit folgende Vorschrift : 

Es kann sofort nach Herstellung der Farbreaktion die photo- 
metrische Messung erfolgen und mu binnen 30 Minuten durchgefiihrt 
sein. Da die Messung erfahrungsgemaB auch bei Vornahme von etwa 
20 untereinander vertauschten, sorgfailtigen Ablesungen héchstens 
10 Minuten dauert, so ist die zur Verfiigung stehende Zeit als absolut 
ausreichend zu bezeichnen. Sonnenlicht ist zu vermeiden. Da auch 
eine TemperaturerhGhung zu vermeiden ist, darf die Ablesung nicht zu 
lange dauern. (Einwirkung der Warmestrahlen seitens der Stupho- 
lampe.) 

Es ist also zur Bestimmung des gesamten Phosphors im Harn fol- 
gende Vorschrift zu beachten (Reagenzien hergestellt wie oben): 


leem Harn wird mit einer Ostwaldschen Pipette in ein Hartglas- 
reagenzrohr gebracht und mit 6 bis 8 Tropfen konzentrierter Schwefel- 
séure, sowie mit einem Quarzkérnchen versetzt. Das Rohr wird vorsichtig 
erhitzt, und zwar solange noch braune Daémpfe entweichen. aber nicht 
langer, als die zuriickdestillierenden Saéuretropfen farblos sind. Keinesfalls 
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darf zur Trockne erhitzt werden und eine Uberhitzung der Wandung 
eintreten. Das Veraschungsgemisch wird auf 100 cem im MeSkolben auf- 
gefiillt und davon die entsprechende Menge (10 cem) zur kolorimetrischen 
Bestimmung verwendet (Faérbung wie beim anorganischen Phosphor). 


Die stufenphotometrische Messung erfolgt unter Vorschaltung des 
Filters S 72 bei einer Schichtdicke von 5mm bzw. bei Vorschaltung des 
Filters 8 61 bei einer Schichtdicke von 10 mm gegen optisch reines Wasser, 
innerhalb 30 Minuten, unter Vermeidung von Sonnenlicht und Temperatur- 
erhéhung. Das Ergebnis zeigt den Phosphorgehalt in 0,1 cem Harn und 
ergibt nach Multiplikation mit 1000 die Konzentration in Milligramm-° 
Bei geringer Farbintensitat ist mit einer gréBeren Schichtdicke zu messen 
und auf die entsprechende Schichtdicke umzurechnen. 


Die Bestimmung des anorganischen Phosphors erfolgt folgender- 
maBen (Reagenzien hergestellt wie oben): 


In einen 100-cem-MeBkolben bringt man genau | ccm Harn und fiillt 
auf 100 cem auf. Von dieser Lésung nimmt man 10 cem und gibt 20 cem 
Wasser hinzu und fiigt noch 5 cem Ammonmolybdatlésung und 5 cem Hydro- 
chinonlésung hinzu. Nach Verlauf von 25 Minuten setzt man 25 ccm Carbonat- 
sulfitmischung zu, fiillt zur Marke auf und mischt gut durch. Es wird 
innerhalb 30 Minuten photometriert unter Verwendung einer Schicht- 
dicke von 5mm bei Vorschaltung des Filters 8 72 bzw. bei Vorschaltung 
des Filters 8S 61 bei einer Schichtdicke von 10mm gegen Wasser. unter 
Vermeidung von Sonnenlicht und Temperatursteigerung. Das Ergebnis 
zeigt nach Multiplikation mit 1000 die Konzentration in Milligramm- 
Bei geringer Farbintensitat ist mit einer gréBeren Schichtdicke zu messen 
und auf die entsprechende Schichtdicke umzurechnen. 


Um auch Personen, denen vielleicht die Ablesung von Zahlenwerten 
aus den Eichkurven Schwierigkeiten bereiten sollte, die Messung zu er- 
moglichen, stellten wir Eichtabellen her, die die direkte Entnahme des 
P-Gehaltes nach einmaliger Messung gestatten. Diese Eichtabellen konnten 
hier, mit Riicksicht auf den beschrankten Raum, nicht ver6ffentlicht werden 
und sind anderen Orts wiedergegeben (14). 

Um die Genauigkeit der beschriebenen Methode zu pruifen, wurde 
von je 20 Harnen der Phosphorgehalt nach den iiblichen Methoden mit 
Ausnahme der nephelometrischen, da kein Nephelometer zur Verfiigung 
stand, doppelt bestimmt und die gefundenen Werte in Tabelle IV ein- 
getragen. 

Um fiir die erhaltenen Werte tatsaéchlich ein objektives MaB zu schaffen, 
wurden je fiinf Phosphatlésungen hergestellt und nach den angegebenen 
Methoden auf ihren Phosphorgehalt gepriift. Die Werte sind in Tabelle V 
angefiihrt. Ebenso die Fehlerbreite der einzelnen Methoden. Wie man 
dieser Tabelle entnehmen kann, zeitigt die stufenphotometrische Methode 
die genauesten Werte. 

In jiingster Zeit hat R. Zinzadze (15) eine Reaktion ausgearbeitet, 
bei der als Grundieagens eine besonders hergestellte schwefelsaure 
Lésung von chemisch reinem Molybdanblau verwendet wird, die kein 
Reduktionsmittel enthalt. Durch sein Verfahren soll der Autor eine 
jahrelange Haltbarkeit des Reagens erzielen und eine durch 7 bis 10 Tage 
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Tabelle IV. 
Phosphorgehalt in Milligramm pro 100 cem Harn. 
Gravimetrisch bzw. titrimetrisch || Kolorimetrisch Stufenphotometrisch 
Harn Kleinmann 7 . . 
Woy ents et 5 Uranyl- Gesamt- Anorgan. Gesamt- Anorgan. 
Nr. I Ul acetat I I I I 
1 72,53 | 72,98 73,68 73,04 67,50 64,00 75,12 75,00 
2 110,12 | 108,20 | 108,70 109,40 105,40 103,20 111,50 109,80 
3 86,03 81,60 81,20 81,70 83,60 83,60 84,50 84,10 
+ 75,02 74,30 74,60 74,56 72,30 72,30 74,40 74,20 
5 79,12 70,30 71,20 70,60 70,50 70,00 72,80 72,30 
) 53,70 42.34 — 47,36 39,00 38,10 47,00 46,00 
7 68,17 71,12 70,30 67,30, 60,20 60,00 71,20 71,10 
8 70,12 65,40 65,30 65,20 61,10 61,10 69,30 69,20 
9 50,24 47,30 47,90 48,50 45,90 45,10 | 52,00 51,60 
10 55,14 | 52,06 52,24 51,12 54,00 53,80 53,60 53,10 
11 94,12 87,30 88,50 91,30 87,00 86,00 92,40 92,00 
12 98,00 90,04 90,80 92,03 89,00 | 88,00 92,60 92,20 
13 74,77 = 65,21 -- 69,07 62,50 60,00 66,00 66,00 
14 79,17 66,40 67,20 70,30 61,70 61,00 68,50 68,30 
15 48,12 47,78 47,30 47 36 44,00 — 47,00 47,00 
16 78,86 79,80 78,33 78,94 70,00 — 78,70 78,70 
17 116,58 | 113,38 113,90 11842 110,00 -— 119,00 118,50 
18 100,01 97,44 96,70 93,76 | 100,00 _ 96,50 96,50 
19 81,70 | 78,29 | 78,23 78,94 74,00 — 78,50 78,00 
20 77,20 | 72,45 _ 73,04 67,00 64,00 75,05 75,00 
Tabelle V. 
Phosphatlésung (KH,PO,) 1 cem = | mg P. 
Angewandte Gefundene 
Methode P-Menge P-Menge 0\5 
mg mg 
Woy 20,00 20,16 100,80 
‘ 20,00 19,83 99,15 
Kleinmann 20,00 19,93 99,65 
> 20,00 20,05 100,25 
” 20,00 20,11 100,55 
- 10,00 10,08 100,80 
Uranylphosphat 25,00 25,16 100,64 
‘ 25,00 25,16 100,64 
s 25,00 25,16 100,64 
Dubosq-Kolorimeter 0,5 0,538 107,6 
n 0,3 0,315 105,0 
: 0,05 0,053 106,0 
Stufenphotometer 0,5 0,5 100,00 
* 0,3 0,3 100,00 
. 0,05 0,051 102,00 
. 0,05 0,05 100,00 
7 0,05 0,05 100,00 
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unveranderte Farbe im Verlauf der Reaktion bewirken. Da aber diese 
Methode meines Wissens noch nicht beziiglich der Phosphorbestimmung 
im Harn iiberprift worden ist und die bei oben beschriebenem Ver- 
fahren zur Verfiigung stehende Zeit vollstandig geniigt, so wurde die 
neue Vorschrift nicht in unsere Untersuchungen einbezogen. Sollte sich 
dieses Verfahren, wie anzunehmen, auch bei der Phosphorbestimmung 
im Harn bewahren, so wiirde die Herstellung von Eichkurven fiir das 
Stufenphotometer genau nach unserem Arbeitsgang keine Schwierig- 
keiten bieten und auch hier wesentliche Vorteile bringen. 





Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode der quantitativen Bestimmung des Gesamt- 
phosphors und des anorganischen Phosphors im Harn _ beschrieben. 
Diese Methode ist den bisherigen kolorimetrischen Methoden durch 
Genauigkeit und rasche Durchfiihrbarkeit iiberlegen. Zudem bietet 
sie noch den Vorteil, daB eine Standardlésung entfallt?. 
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‘ber das Vorkommen yon Insulin im Harn. 


Von 
K. Uberrack und F. Zell. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Kaiserin Elisabethspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 13. Juni 1931.) 


Falta und Hogler und spiter Falta und Boller haben iiber Fille 
von Diabetes mellitus berichtet, bei denen auch spater, als die Patienten 
zuckerfrei geworden waren, enorme Dosen von Insulin keine Hypo- 
glykamie erzeugten. Es war wiinschenswert, nachzusehen, ob in solchen 
Fallen gréBere Mengen von Insulin im Harn erscheinen. 

Bei der Durchsicht der Literatur iiber Insulinurie stieBen wir auf 
eine Arbeit von A. Partos, welche sich mit der Ausscheidung von Insulin 
im Harn, insbesondere nach gréBeren Gaben von Traubenzucker und 
nach Adrenalininjektion beschaftigt. Partos bediente sich dabei der 
Collipschen Methode. Er benutzte 15 bis 30 ccm Harn, die dann ver- 
arbeitet wurden. Die Wirksamkeit des Riickstands wurde am Kanin- 
chen gepriift. Bei der Injektion des Riickstands aus Harnen mensch- 
lichen und tierischen Ursprungs fand Partos bei den Kaninchen eine 
ausgesprochene Hypoglykamie. Wurde aber der Harn vorher mit 
Tierkohle behandelt, wodurch das Insulin adsorbiert wird, so blieb 
diese Wirkung aus; ebenso wenn Trypsin vorher zugesetzt worden 
war. In Versuchen mit alimentarer Hyperglykamie fand Partos, dab 
der Harn im Stadium der Hyperglykaimie kein Insulin enthalt, daB 
aber, wenn der Blutzucker zu sinken anfaingt, Insulin im Harn er- 
scheint. 

Wie die folgenden Tabellen zeigen, haben wir die Versuche von 
Partos nicht reproduzieren kénnen. 

Tabelle I bringt eine Anzahl von Versuchen, in denen der Harn nach 


der Methode von Partos verarbeitet wurde. Im Versuch vom 14. Oktober 
handelte es sich um den Tagesharn eines Diabetikers. In den beiden Ver- 


1 Nach AbschluB unserer Versuche erschien eine Arbeit von PR. Lawrence 
(Brit. Journ. exper. Pathol. 11, 117, 1930), in welcher ebenfalls die Versuche 
von Partos nicht bestatigt werden konnten. 
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suchen vom 15. und 16. Oktober handelte es sich um den Tagesharn eines 
auf Insulin gut eingestellten Diabetikers. In den beiden Versuchen vom 
17. Oktober handelte es sich um den Harn eines Menschen, der 2 Stunden 
nach dem Friihstiick gewonnen wurde. Im Versuch vom 27. Oktober 
handelte es sich um den Harn eines Diabetikers, der im Zustande der Hypo- 
glykamie gewonnen wurde. In allen diesen Versuchen erwies sich der nach 
Partos gewonnene Riickstand als vollkommen wirkungslos. 

In den Versuchen vom 18. und 29. Oktober wurde der Harn eines 
normaien bzw. eines hyperinsulinisierten Diabetikers 2 Stunden am Riick- 
fluBkiihler gekocht, um eventuell vorhandenes Insulin zu gerstéren, dann 
nach Partos verarbeitet. Diese Riicksténde waren gerade so wirkungslos 
wie die aus den betreffenden Harnen ohne vorhergehender Zerst6érung 
des Insulins gewonnenen. 

(Tabelle II.) Im Versuch vom 22. Oktober wurde bei einem Falle 
von Ikterus eine Belastung von 100g Dextrose und 1000 cem Wasser 
vorgenommen. Es wurde der Niichternharn, ferner der 1 Stunde nach 
Belastung und ferner der 2 Stunden nach Belastung gewonnene Harn 
untersucht. In allen Versuchen war der nach Partos gewonnene Riickstand 
negativ. In diesem Versuch wurde der 2 Stunden nach der Belastung ge- 
wonnene Harn 2 Stunden am Riickflu8kiihler erhitzt und dann nach Partos 
verarbeitet. Hier trat eine leichte Steigerung des Blutzuckers auf. In 
dem folgenden Versuch vom 24. Oktober wurde ein normales Individuum 
mit 100 g Dextrose und 1000 cem Wasser belastet und der 1, 2, 3, 4 und 
5 Stunden nach der Belastung gewonnene Harn nach Partos verarbeitet. 
In den folgenden Versuchen wurde anstatt 100 g¢ Dextrose + 1000 cem 
H,O 120g + 500 cem H,O gegeben. 

Im Versuch vom 6. November wurde der 1 bis 3 Stunden nach Be- 
lastung gewonnene Harn nach Partos verarbeitet und am Kaninchen der 
Riickstand gepriift. Weiter erhitzten wir den Harn 2 Stunden lang am 
RiickfluBkiihler und verarbeiteten ihn nach Partos. Auch hier konnte 
weder im ersten Falle eine blutzuckersenkende Wirkung erzielt werden, 
noch im zweiten Falle eine blutzuckersteigernde. 

Zuletzt haben wir einen Harn, der | bis 3 Stunden nach der Belastung 
gewonnen wurde, mit der Pikratmethode untersucht. Auch hier konnte 
keine Senkung des Blutzuckers beobachtet werden. Die untersuchten 
Riickstande waren vollkommen wirkungslos. 

Weiterhin haben wir in dem Versuch vom 8. November (Tabelle IIT) 
25ccm eines Harns, der von einem insulinresistenten’ Diabetiker nach 
Friihstiick 30 klinische Einheiten Insulin stammte, einem Kaninchen 
direkt bzw. nach zweistiindiger Erhitzung iiber freier Flamme injiziert. 

Auch dieser Harn erwies sich als vollkommen wirkungslos. 

Endlich haben wir zum Harn Insulin zugesetzt und diesen teilweise 
nach der Methode von Partos und teilweise nach der Pikratmethode 
untersucht. 

Im Versuch vom 29. Oktober (Tabelle [Va) befinden sich in 25 ccm 
Harn 3klinische Einheiten. Die Wirkung des nach Partos gewonnenen 
Riickstands ist prompt. Wird dieses Gemisch vorher am RiickfluBkiihler 
erhitzt und dann nach Partos verarbeitet, so verliert es, wie Versuch vom 
30. Oktober zeigt, vollkommen seine Wirkung. Genau dasselbe sehen wir 
im Versuch vom 6. November. Das Gemisch, nach Partos verarbeitet, ist 
enorm wirksam, das vorher am RiickfluBkiihler gekochte Gemisch war 
wirkungslos. 
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Im Versuch vom 19. November (Tabelle IVb) wurde das Gemisch 
von Harn und Insulin nach der Pikratmethode verarbeitet. Auch hier 
zeigt sich in zwei Parallelversuchen eine intensive Wirkung. 

Tabe lle IVb. 


Insulinzusatz zu Friihharn, normaler Fall. 





Blutzucker 





= nach der Injektion 
Datum == . 
Me = = < — 
So|n | @ F 7 
— ij = bad oF od 
19. XI.) 15 1,9  25ecmdieser Menge 107 58 50 _leichte Morgenharn 
mit Pikrat gefallt 100 61 50 Kriampfe 310 cem, 75cem 
und injiziert doll Harn + 6 klin. 
Ein. BW. 
19. XI.) 14 1,86 Dasselbe 124 77 61 54 50 Dasselbe 
124'77 65; 58 54 
21. XI.|) 18 | 1,70 25 cem dieser Menge 110 97 77 21 Krampfe Dasselbe 
bei einer Aufen- 107 94 77 95 


temperatur von 40° 

im Vakuum_ ein- 

gedampft, Riick- 

stand nach Partos 

verarbeitet 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dab die Methode von Collip 
auch in der von Partos angegebenen Modifikation zum Nachweis des 
Insulins im Harn geeignet ist, falls die Einengung im Vakuum bei 4° 
erfolgt, da wir dann das Insulin immer prompt nachweisen konnten, 
wdahrend wir bei 60° (siehe Versuch vom 31. Oktober) einen Versager 
hatten. : 
Hingegen konnten wir die Versuche ven Partos nicht reproduzieren. 

Weder im Niichtern- noch im Tagesharn, noch in Harnen,: die nach 
einem reichlichen Friihstiick, oder solchen, die nach Zufuhr von 100 
und 120 g Dextrose gewonnen wurden, und zwar bei letzterem weder 
im Stadium der Hyperglykamie noch im Stadium der Hypoglykamie, 
ferner auch nicht bei Diabetikern, die auf Insulin eingestellt oder sich 
im hypoglykamischen Zustande befanden, und endlich auch nicht bei 
einem hochgradig insulinresistenten Diabetiker, der grobe Mengen 
Insulin subkutan erhalten hatte, konnte mit dieser Methode und der 
Pikratmethode Insulin im Harn nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung, 


1. Nach der Methode von Collip konnte das dem Harn zugesetzte 
Insulin im Tierversuch nachgewiesen werden. ; 

2. Im Harn von insulinresistenten, iiberinsulinisierten Diabetikern 
konnte kein Insulin nachgewiesen werden. 

3. Die Versuche von Partos konnten nicht bestatigt werden. 








Molekularmorphologische und molekularkinetisc he 
Untersuchungen an Proteinen. 


I. Mitteilung: 


Die Bedeutung der lonen fiir die innere Stabilitat der Proteinmolekiile (Casein). 


Von 


G. Ettiseh und Giinter Schulz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 18, Juni 1931.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. Ziel und Methode der Arbeit. 


In den letzten Jahren hat die Untersuchung der Proteine vom 
Standpunkt der Elektrolyttheorie aus unsere Kenntnisse von den Eigen- 
schaften dieser Kérper erheblich geférdert. Sie fiihrte bei allen Autoren 
iibereinstimmend zu dem Ergebnis, daB die Proteine, soweit sie Elek- 
trolytcharakter zeigen, von niedermolekularen Elektrolyten in keinem 
wesentlichen Punkte abweichen, so verschieden voneinander diese beiden 
Substanzgruppen auch in ihrem sonstigen physikalisch-chemischen Ver- 
halten sind. Auf einige dieser Arbeiten, die fiir die Diskussion der hier 
mitgeteilten Befunde wichtig sind, sei hingewiesen. 

Meyerhof! zeigte, daB die LIonisierungswirmen der sauren und 
alkalischen Gruppen in Proteinen dieselben sind, wie die nieder- 
molekularer Aminoséuren. H.H. Weber? fand, daB die Reaktion von 
Proteinen mit Saure und Alkali genau nach dem Reaktionsschema fiir 
Zwitterionen verliuft, das Bjerrum*® theoretisch abgeleitet und fiir 
niedermolekulare Substanzen experimentell bewiesen hatte. Schon 
vorher hat Pauli* und seine Schiiler auf den hohen Dissoziationszustand 
der Proteinsalze mit Saiuren und Basen hingewiesen. 


Meyerhof, Pfliigers Arch. 204, 295, 1924. 
2 Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 
3 Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 
* Manabe u. Matula, diese Zeitschr. 52, 369, 1913. 
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Diese Befunde sind um so bemerkenswerter, als gleichzeitig mit 
ihnen eine Reihe von Arbeiten ver6ffentlicht wurde, die das Molekular- 
gewicht der Proteine als ein iiber Erwarten groBes aufzeigten. Sdrensen! 
fand mittels osmotischer Druckmessungen als kleinstes Molekular- 
gewicht fiir einen EiweiBkérper (Eieralbumin) 35000. Svedberg? konnte 
mit der Ultrazentrifuge diesen Wert bestatigen. Fiir die meisten anderen 
EiweiBk6érper aber fand Svedberg mehrfach héhere Molekulargewichte. 
Fiir die Zuverlassigkeit dieser Messungen spricht die Ubereinstimmung 
der gefundenen Zahlen bei so stark voneinander abweichenden Methoden. 

Ein Vergleich der Saure- (bzw. Basen-) Bindung der Proteine mit 
ihrem Molekulargewicht ergibt, daB in einem EiweiBmolekiil 60 bis 
mehrere hundert Einzelionen zu einer Gruppe vereinigt sind. Trotzdem 
reagieren diese Ionen auf Grund der erwahnten Arbeiten von Meyerho{ 
und Weber mit anderen in der Lésung befindlichen Ionen genau so, als 
ob sie kinetisch unabhangig voneinander wiren. Andererseits zeigen 
aber die abnorm hohen Verinderungen des physikalisch-chemischen 
Zustandes (Viskositét, Quellung, optisches Verhalten usw.), die die 
Proteinlésiingen unter dem EinfluB von Elektrolyten erleiden, cine 
groBe Labilitat und Anpassungsfahigkeit ihres molekularen Baues 
gegentiber Verainderungen ihres Milieus. Wir miissen hieraus schlieBen, 
daB Verdnderungen des Ionenzustandes von Proteinlésungen auf das 
innere Gleichgewicht und die Struktur der Proteinmolekiile einen er- 
heblichen EinfluB haben. 

Das Ziel dieser Arbeit ist in Fortfiihrung friiherer Unter- 
suchungen® —, einen tieferen Einblick in diese durch Ionen ‘hervor- 
gerufenen Strukturanderungen zu erhalten. 

Ettisch und Mitarbeiter gingen in ihren Untersuchungen von den Energie- 
werten aus, die Proteine bei ihrer Reaktion mit Kupferionen in alkalischer 
Lésung ergaben. Von Anfang an trat dabei eine Erscheinung auf, die nicht 
gerade neu war, hier aber besonders auffallend sich kundgab. Sie fand sich 
bei allen angewendeten Untersuchungsmethoden vor, bei: der Messung der 
Kupferbindungsfahigkeit, der Depolarisation, der Lichtabsorption und der 
Viskositét. Es war die Abhdngigkeit aller dieser Reaktionen von der Zeit. 
Uber diese auffallende Erscheinung muBte Aufkliarung gebracht werden, 
da ihr offenbar wichtige Vorgiainge am Molekiil zugrunde lagen. Es hatte 
keinen Sinn vorher in den anderen Untersuchungen einen Schritt weiter 
zu tun. Die Zeitabhangigkeit ist bei der Viskositdt schon mehrfach beob- 
achtet worden. Eine Erklarung fiir sie stand bisher noch aus. Pauli* z. B 


1 Sérensen (zusammenfassender Ber.), Kolloidzeitschr. 53, 102, 1931 

2 Svedberg (zusammenfassender Ber.), ebendaselbst 51, 10, 1930. 

3 Ettisch, Sachsse u. Beck, diese Zeitschr. 230, 68, 1931; Ettisch, Sachsse 
u. Lange, ebendaselbst 230, 93, 1931; Ettisch u. Sachsse, ebendaselbst 230, 
116, 129, 1931. 

* Pauli-Valké, Elektrochemie der Kolloide, J. Springer, Wien 1929. 
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dO G. Ettisch u. G. Schulz: 


schreibt dariiber: ,,.Uber die spontane zeitliche Anderung der Viskositat 


liegen zahlreiche Versuche vor. Eine Aufklarung dieser Erscheinungen 
konnte noch nicht erzielt werden.** In den genannten Untersuchungen 


von Ettisch und Mitarbeitern finden sich u. a. die ersten Versuche der 
Deutung jener Zeitabhangigkeit. 


Der Schwerpunkt dieser nachfolgenden Arbeit liegt also darin, 
gemessene makroskopische Phanomene molekularmorphologisch und 
-kinetisch zu deuten. Hierbei sind zwei Schwierigkeiten zu_ itiber- 
winden: 

Die erste Schwierigkeit besteht darin, daB die gemessenen Phanomen 
meistens Resultanten einer Vielheit oft gegeneinander laufender Elementar- 
vorgange am Molekiil sind. Wir begegneten ihr, indem wir die Kinetik 
der beobachteten Vorgainge médglichst genau aufnahmen. Da in der 
Xegel die verschiedenen Elementarvorgange voneinander abweichende 
Geschwindigkeitskonstanten haben, gelingt es hierdurch oft, sie als 
einzelne, nacheinander auftretende Stadien des komplexen Vorgangs 
zu erfassen, sie gewissermaBen in ein zeitliches Spektrum auseinander 
zu legen. Besonders gut gelang uns dies bei der Messung der Viskositats- 
anderung durch Alkali, die einen ausgepragt zweiphasigen Verlauf hat. 
Sie kommt zustande durch Uberlagerung zweier ganz verschieden- 
artiger, auf die Viskositat entgegengesetzt wirkender Elementarvorgange, 
deren Geschwindigkeitskonstanten um mehrere GréBenordnungen von- 
einander abweichen. 

Die zweite Schwierigkeit besteht darin, daB sich fiir jedes einzelne 
makroskopische Phiéinomen grundsdtzlich mehrere molekularkinetische 
Deutungsméglichkeiten finden lassen. Wir konnten sie tiberwinden, 
indem wir von jedem vermuteten Vorgang am Molekiil mehrere ver- 
schiedene makroskopische AuBerungen in die Hand zu bekommen 
suchten. Hierdurch kénnen die Deutungsméglichkeiten nacheinander 
bis auf eine einzige eingeschrankt werden. Man braucht dann noch 
ein Kriterium, um zu entscheiden, ob verschiedene Phainomen: Aufpe- 
rungen desselben Vorgangs sind. Hierzu dient wieder ihre Kinetik: 
Sie miissen in ihrem zeitlichen Verlauf iibereinstimmen. Fast noch 
wichtiger ist die Umkehrung dieses Kriteriums: Zwei Phdnomene, dic 
in threm zeitlichen Ablauf nicht iibereinstimmen, kénnen unmdglich 
Aupferungen desselben Elementarvorgangs sein. Wir fanden beispielsweise, 
daB die zweite zeitliche Phase der Viskositatseinstellung zeitlich parallel 
mit einem Spaltungsvorgang am Proteinmolekiil lauft, woraus mit hoher 
Wahrscheinlichkeit folgt, da®B sie AuBerung dieser Spaltung ist. 
Dagegen sind beide Phasen des Viskositatsverlaufs sehr viel langsamere 
Reaktionen als die Einstellung des Ionengleichgewichts zwischen Protein 
und Alkali. Hieraus miissen wir den SchluB ziehen, daB die Viskositat 
keine unmittelbare AuBerung der Aktivitat des Proteinions ist. 




















Untersuchungen an Proteinen. I. AY | 

Wir berichten nunmehr tiber unsere Untersuchungen der Lin- 
wirkung von Alkali und Neutralsalz auf Casein. Wir messen in dieser 
ersten Arbeit die Alkaliaufnahme von Proteinen (Casein), die Diffusions- 
fahigkeit durch Membranen, und die Viskositdét. Hierdurch kénnen wir 
den physikalisch-chemischen Zustand der Proteinmolekiile sehr genau 
definieren. In einer weiteren, spateren Arbeit wird die Affinitat zwischen 
Casein und Kupferion bestimmt, die uns tief in die chemischen Vor- 
gdnge an dem in seinem inneren Gleichgewicht gestérten Proteinmolekiil 
hineinfiihrt. 

Das Casein, mit dem wir arbeiteten, stellten wir uns nach der Methode 
von van Slyke aus frischer Milch her, und benutzten als Ausgangslésung 
fiir alle Versuche eine 3°.ige Lésung in 0,02 n Natronlauge. Diese Lésung 
hatte ein pu von 7,4. Da wir, um nicht eine unkontrollierbare weitere 
Komponente ins System zu bekommen, kein desinfizierendes Mittel zusetzten, 
zersetzte sich jede Lésung nach einer gewissen Zeit, weswegen wir uns sehr 
haufig eine neue Lésung bereiten muBten. Die schon in wenigen Tagen 
deutlich auftretenden Alterungseffekte stérten den Gang der Unter 
suchungen nicht sehr. Wo besonders genaue Reproduzierbarkeit der Ver- 
suche noétig war, benutzten wir verschiedene gleichaltrige Lésungen. 


Il. Die Alkalibindung. 


Wir benutzten zur pu-Messung die von Michaelis? vorgeschlagene 
V-Form der Wasserstoffelektrode. In den hier verwendeten Lésungen ist 
der Fehler der Einzelmessung relativ hoch. Er betragt etwa 0,05 pxa-Ein- 
heiten. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus mehreren Messungen. 

Das pu als Funktion der Alkalinormalitat ist bereits oft gemessen 
worden*. Wir fiigen die Alkalititrationskurve in Tabelle I und Abb. 1 
trotzdem der Arbeit bei, damit sich der Leser bei den folgenden Ver- 
suchen, die aus Griinden der bequemen Darstellung die gemessenen 
GréBen als Funktion der Alkalinormalitat der Lésung angeben, iiber 
das jeweilige px orientieren kann. 

MiBt man das px einmal 10 Minuten nach der Alkalizugabe und 
ein zweites Mal nach 24 Stunden, so findet man, da® der erste Wert 
durchweg etwas héher liegt als der zweite (Tabelle I). Der Hawptteil 
des Alkalis wird also sofort aufgenommen: ein Restteil, der um so gréBer 
ist, je mehr Alkali zugegeben wurde, dagegen erst in den darauf folgenden 
Stunden. 

DaB trotz der hohen Fehlergrenze der Unterschied der beiden Werte 
real ist, sieht man daraus, daB der gemessene Effekt deutlich auBerhalb 
des Fehlerbereiches liegt. Die Werte zwischen Anfangswert und Endwert 
geben wir nicht an, da wegen der hohen Fehlergrenze der Reaktionsverlauf 
nicht klar zu erkennen ist. 


1 van Slyke u. Baker, Journ. of biol. Chem. 35, 127, 1918. 
2 Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, 1. Aufl. 
3 Literatur s. etwa bei Pauli-Valké, Elektrochem. d. Kolloide 1929. 
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Tabelle I. 


Titrationskurve. px als Funktion der Alkalinormalitat. 











f PH PH 
a ee sofort nach 20 Std. 
0,02 — 7,4 
0,03 9.88 9,75 
0.04 10,60 10,40 
0,06 11,76 11,50 
0,08 12,25 12,13 
0,12 12,55 12,50 
73 
ed 
12 
77 
70 
9 
g 
7 
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Abb. 1. Alkali-Titrationskurve. 


Pu als Funktion der Alkalinormalitit 


Die hiher liegenden Werte sind nach 10 Min., die auf 
der Kurve liegenden nach 20 Std. gemessen. 


Es erhebt sich nun die Frage: sind die beiden gemessenen Werte 
verschieden fortgeschrittene Stadien einer Reaktion, oder sind sie Aus- 
druck zweier Vorginge am Caseinmolekiil, die sich beide in der Auf- 
nahme von Alkali auswirken, aber sonst voneinander verschieden sind. 
Eine Entscheidung hieriiber lieBe sich treffen, wenn man den Anfangs- 
verlauf der Reaktion noch genauer festlegen kénnte. Mit der Wasser- 
stoffelektrode kann man wegen deren langerer Einstelldauer erst nach 
einigen Minuten den ersten py-Wert messen. Daher wurde der Anfang 
des Verlaufs mit Farbindikatoren verfolgt. Diese geben bekanntlich 
in Proteinlésungen mit groBen Fehlern behaftete Werte; sie kénnen 
also nur zu relativen Messungen benutzt werden, was hier aber ausreicht. 

Wir verfuhren hierbei folgendermaBen: Zuerst wurde die Alkali- 
menge ermittelt, bei deren Zugabe eine mit Indikator versetzte Casein- 
lésung gerade ihren Farbumschlagspunkt hatte. Gab man eine etwas 
geringere Alkalimenge zu, so miiBte eigentlich die Farbe der Casein- 
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lésung unverdndert bleiben. Fiir den Fall aber, daB nicht alles Alkali 
sofort gebunden wurde, muBte der voriibergehende UberschuB an 
Alkali — solange er eben vorhanden war — die Farbe zum Umschlag 
bringen. In dem Mabe, wie er aber gebunden wurde, mubte dann die 
Farbe zur urspriinglichen Nuance zuriickkehren. Damit die Durch- 
mischung mdglichst schnell vonstatten ging, wurde die abgemessene 
Menge Alkali und die mit Indikator gefirbte Caseinlésung in zwei 
Reagensgliser gegeben. Dann wurde die Caseinlésung rasch in das 
Alkali hineingegossen. Aus der Schlierenbildung ist zu sehen, daB die 
vollstandige Durchmischung etwa 2 Sekunden braucht. Die Versuche 
(mit Thymolblau fiir px etwa 9,5 und Tropaolin fiir py etwa 10,5 
von Kahlbaum) ergaben, daBb im ersten Augenblick — vor der vdélligen 
Durchmischung — jedesmal die Farbe umschlug, daB aber nach 1 bis 
2 Sekunden schon die Farbe auftrat, die auch nach 10 Minuten noch 
vorhanden war. Wir finden also, daB der erste Anteil der Alkalibindung 
momentan, wie eine Ionenreaktion, verlauft. Dies steht mit den in 
der Einleitung erwahnten Befunden gut in Einklang. Daraus, da’ die 
Reaktion des Alkalirestes mit dem Casein mehrere Stunden erfordert, 
ist aber zu folgern, daB die Reaktion zwischen Casein und Alkali nicht 
nur eine reine lonenreaktion ist, sondern aus zwei Teilreaktionen be- 
steht, deren Geschwindigkeitskonstanten um mehrere GréBenordnungen 
voneinander verschieden sind. 

Wir nennen im folgenden die momentan erfolgende Bindung der 
Hauptmenge des Alkalis: Primdrreaktion. Die Bindung des Alkali- 
restes und alle Reaktionen, deren Ablauf eine meBbare Zeit erfordert, 
fassen wir unter der Sammelbezeichnung: Sekunddrreaktion zusammen. 


Ill. Die Diffusion durch Membranen, 


Da wir auf Grund der anderen in dieser Arbeit mitgeteilten Be- 
funde sowie vor allem mit Riicksicht auf die Arbeiten von Httisch und 
Mitarbeitern!, die Vermutung hatten, daB die relativ geringen Alkali- 
konzentrationen, die wir anwandten, schon Spaltungen am Protein- 
molekiil hervorrufen, suchten wir nach einer Methode, die véllig ein- 
deutig das Auftreten von Spaltstiicken in hochmolekularen Lésungen 
gestattet. Eine solche ist die Bestimmung der Diffusion durch Mem- 
branen. Wir wurden zu dieser Untersuchung besonders durch die 
Messungen Frankels? ermutigt, der auf diese Weise Spaltungen der 
Gelatinemizellen unter dem Einflu8 erhéhter Temperaturen nach- 
gewiesen hat. 


1 ic. 
2 Frankel, Kolloidzeitschr. 45, 355, 1928. 
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Versuchsmethodik. 


Wir lieBen eine Reihe Caseinlésungen, die in geschlossenen GefaBen 
vorher der Einwirkung verschieden starker Natronlauge ausgesetzt waren, 
in Kollodiumsaéckchen gegen flieBendes Leitungswasser dialysieren, brachten 
nach der Dialyse alle Saéckcheninhalte auf gleiches Volumen und _be- 
stimmten refraktometrisch die darin enthaltene EiweiBkonzentration. Die 
Sackchen wurden in der iiblichen Weise aus einer L6sung von Kollodium 
in Alkohol-Ather gemacht, wobei darauf geachtet wurde, daB alle Sackchen 
moéglichst gleichartig ausfielen. 

Um sicher zu sein, da8 die Durchlassigkeit der Membranen fiir alle 
Lésungen einer Reihe gleich war, muBten vor dem Einbringen in die Sdckchen 
alle Caseinl6sungen auf gleiches pu gebracht werden und die gleiche Elek- 
trolytkonzentration enthalten. Wir setzten daher jeder Lésung, nachdem 
das Alkali etwa 20 Stunden eingewirkt hatte, soviel Salzsaure zu, daB die 
Lésung neutral wurde. Da sich nun die Lésungen noch im Kochsalzgehalt, 
der bei der Neutralisation auftrat, unterschieden, setzten wir darauf soviel 
Kochsalz zu, daB auch dessen Konzentration iiberall die gleiche war. Auch 
die EiweiBkonzentration war danach iiberall dieselbe. Es wurde dann 
noch einige Stunden gewartet, damit etwa reversible Spaltungen zuriick- 
gehen konnten, und darauf erst kamen die Lésungen in die Sackchen. Die 
Dialyse dauerte dann 20 Stunden. 

Es ist klar, daB Mengenunterschiede der in den Sackchen zuriick- 
gebliebenen Substanz bei dieser Arbeitsweise nur durch das Heraus- 
diffundieren von Spaltstiicken aus den Lésungen zu erkliren sind. 
Die Spaltungen geben sich als irreversibel kund, da vor der Dialyse 
das Alkali jedesmal neutralisiert wurde. Jeder Versuchsreihe wurde 
zum Vergleich eine Lésung beigegeben, die von vornherein nur Koch- 
salz enthielt (Nullésung). 

Tabelle Il. 
Diffusionsversuch 1. Im Séckchen zuriickgebliebene Menge Casein als 
Funktion der Starke des Alkalis, das vorher eingewirkt hat. 





n NaOH Konzentration Konzentration Konzentration 
0,02 + * 
+ 0,00 1,03 1,48 (1,10)** 
0,02 _ 1,17 
0.05 — 1,425 —_ 
0,06 0,94 _— 1,13 
0,10 0,90 1,24 1,05 
Vergleich: 1,03 — 1,18 
Versuch Nr.: 43 b 43 e 45a 


* Die Ausgangslisung war 0,02 normal. Es bedeutet also 0,02 + 0,00, dali in dem be- 
treffenden Falle kein weiteres Alkali zugesetzt, 0,02+0,02 usw. dagegen, daf zu der alkalischen 
Ausgangslisung noch 0,02 Alkali zugefiigt worden war. 

** Bakterielle Zersetzung; siehe Text. 

Erkliérungen zu Tabelle I]. Alle Sackcheninhalte einer Messung waren vor 
der Messung auf gleiches Volumen gebracht. 

» Vergleich*: Gleiche Eiweibmenge nicht diffundieren lassen, und dann auf 


dasselbe Volumen gebracht. 
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Tabelle II zeigt das Ergebnis von drei derartigen Versuchen. Wit 
sehen, daB die im Sackchen zuriickbleibende Caseinmenge um so ge- 
ringer ist, je héher konzentriertes Alkali vorher auf das Casein ein- 
gewirkt hat. 

Im Versuch 45a ist aus der Nullésung auch ein betrachtlicher Anteil 
diffundiert. Dieser Fall tritt relativ haufig ein, liegt aber daran, dab bei 
der langwierigen Behandlung leicht eine bakterielle Zersetzung in dieser 
Nullésung eintritt, die in den anderen Lésungen durch das Alkali verhindert 
wird. 

Wir k6énnen also feststellen: Das Alkali ruft am Casein eine irre- 
versible Spaltung hervor, die um so stdrker ist, je konzentrierter das ein- 
wirkende Alkali war. Bis etwa 0,03 n NaOH bleiben die Effekte noch 
sehr dicht an der Fehlergrenze. Man kann auf Grund der Diffusions- 
versuche also fiir dieses Gebiet keinen sicheren SchluB auf irreversible 
Spaltungen ziehen. 

Fir die spiteren Experimente ist die Frage von Bedeutung, ob 
etwa auch Kochsalz eine Spaltung hervorrufen kann. Diese Frage 
wurde durch denselben Versuch entschieden. Jede Reihe enthielt 
namlich eine Lésung, die nicht dialysiert wurde. Durch Vergleich dieser 
Lésung mit der Null6sung (0,02 + 0,00 der Tabelle IL) war ohne weiteres 
erkennbar, ob auch in der Nullésung diffusible Spaltstiicke aufgetreten 
waren. Diese hatte dann nur das NaCl hervorgerufen haben kénnen. 
Wir fanden hier aber jedesmal fast dieselbe Konzentration wie in der 
nichtdialysierten Vergleichslésung. Falls diese verdarb, ging die riick- 
warts verlingerte Kurve der tibrigen Punkte kurz unter diesem Punkt 
hindurch. Da Casein, das nicht mit Alkali behandelt wird, wohl schon 
einen geringen diffusionsfahigen Anteil enthalt!, bleibt also eine et waige 
Spaltung durch Neutralsalz innerhalb der Fehlergrenzen des Versuchs. 

Im Plane unserer Arbeit lag es, auch den zeitlichen Verlauf der 
Alkalispaltung zu untersuchen. Bei der groben Ungenauigkeit der 
Diffusionsmessung kann man nicht erwarten, ein genaues Bild der 
Kinetik dieses Vorgangs zu erhalten. Wir werden jedoch feststellen 
kénnen, ob die Spaltung zur Primar- oder zur Sekundarreaktion ge- 
hért, und auf eine GréBenordnung genau auch die Geschwindigkeit 
der Reaktion bestimmen kénnen. 

Wir lieBen zu diesem Zweck in einer Reihe von Lésungen das 
Alkali verschieden lange auf das Casein einwirken, indem wir in jeder 
Lésung das Alkali eine bestimmte Zeit nach der Zugabe mit Saure 
abstumpften und darauf dialysierten wie im vorigen Versuch. Das 
Resultat zeigt fiir zwei verschiedene Alkalikonzentrationen die Ta- 
belle IIT. Wir sehen deutlich, daB die Spaltung eine mebbare Zeit 


1 Fischenich u. Polanyi, Kolloidzeitschr. 36, 275, 1925. 
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Tabelle 111. 


Zeitlicher Verlauf der Alkalispaltung. (Diffusionsversuch 2.) Im Sackchen 
zuruckgebliebene Menge Casein als Funktion der Dauer der Alkaliwirkung. 





0.02 + 0.06 n NaOH 0,02 + 0.10 n NaOH 
Konzen- Konzen- 
re tration t—t tration 
0’ 1,055 109 0’ 1,19 100 
. 0,99 93,5 1’ 1,12 94 
13° 1,01 95 5’ 1,10 92.5 
30’ 0,97 91,5 22’ 1,085 91,5 
90’ 0,96 91 60’ 1,07 90 


erfordert, also zur Sekundarreaktion gehért und in beiden Fallen nach 
der ersten Stunde noch nicht abgeschlossen ist. 

Fassen wir unsere bisherigen Resultate zusammen, so ergibt sich 
folgendes Bild der Alkaliwirkung: 

Primdrreaktion: Es wird momentan die Hauptmenge Alkali vom 
Casein gebunden. 

Sekundarreaktion: Das Alkali spaltet irreversibel diffusionsfahige 
Bestandteile aus dem Caseinmolekiil heraus. Die Spaltung ist um so 
stirker, je héher die Alkalinormalitat ist. Die Reaktion ist nach einer 
Stunde noch nicht abgeschlossen. Gleichzejtig verstarkt sich die Alkali- 
bindungsfahigkeit des Proteins. 

Neutralsalz spaltet das Molekiil nicht. 

[Ob die Erhéhung der Bindungsfahigkeit durch die Vermehrung der 
Zahl der bindenden Gruppen oder durch die Verstaérkung der Bindungs- 
fahigkeit jeder einzelnen Gruppe hervorgerufen wird (z. B. durch Erniedrigung 
der Dissoziationskonstanten), kénnen wir hier noch nicht entscheiden. 
Die weiteren Untersuchungen werden uns fiir eine Entscheidung Anhalts- 
punkte bringen. ] 


IV. Endeinstellungen der Viskositit bei Einwirkung 
a) von Alkali. 

Es wurden je 13,5 cem der neutralen 3 °,igen Caseinl6sung mit 1,5 cem 
Natronlauge verschiedener Normalitaét (0,0 bis 1,0n) versetzt und die 
Viskositaét dieser Lésungen nach 20 Stunden im Ostwald-Viskosimeter 
gemessen. Die angegebenen relativen Viskositéten 7, sind bezogen auf 
destilliertes Wasser von gleicher Temperatur wie die Lésungen. 

Tabelle 1V und Abb. 2 zeigen die Viskositét als Funktion der 
Alkalinormalitaét der Lésung. Wir sehen, daB, je konzentrierter das 
Alkali ist, es um so starker die Viskositaét erniedrigt. Aus dem Verlauf 
der Kurve ist ferner zu erkennen, daB die Viskositét ungefihr am 
Neutralpunkt ein Maximum hat. Leider ist der Anstieg bis zum 
Maximum nicht aufweisbar, da bei niedrigeren py-Werten das Casein 


unléslich wird. 





Untersuchungen an Proteinen. | 





oi 
























Tahe lle TV. 
Viskositaéat als Funktion der Alkalinormalitat. 
n Nr rr 
NaOH fiir 2.7 Cas fiir 3.6‘ Casei! 
0,02 + 
+ 0,00 2.04 2.40 
0,02 2 (2 238 
0.04 2.33 
0.06 1.905 2 265 
0,10 1,71 2,05 
o¥r 
Tr | 
| 
23 } 
22} 
97 
<,/ 
20 
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7,9 
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a B02 O04 306 008 070 O27 
nNa0dH 
Abb. 2. 


Viskositat als Funktion der Alkalinormalitat (bei zwei Casein-Konzentrationen 


Wie bei der Alkalispaltung interessiert auch bei der Viskositats 
erniedrigung die Frage der Reversibilitaét. Wir untersuchten sie folgender- 
maBen: Wir lieBen, genau wie oben, das Alkali 20 Stunden auf das 
Casein einwirken. Darauf wurde iiberall soviel Salzsiure zugegeben, 
daB die Normalitaét wie am Anfang wieder 0,02 betrug. AuBerdem 
wurde soviel Kochsalzlésung zugefiigt, daB die Kochsalzkonzentration 
Selbstverstandlich Kiweib- 
Die Lésungen unterschieden sich jetzt 
nur durch ihre Vorbehandlung. Fiir den Fall, daB die durch Alkali 
hervorgerufene Viskositatserniedrigung reversibel war, muBte sich jetzt 
War sie aber 


iiberall dieselbe war. war dann auch die 


konzentration tiberall dieselbe. 


also in allen Lésungen dieselbe Viskositat einstellen. 
irreversibel oder nicht vollstandig reversibel, so muBte die Viskositat 


auch in diesen Lésungen, je nach der Starke des Alkalis, mit dem sie 
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vorbehandelt waren, erniedrigt werden. Nachdem die Lésungen wieder 
einige Stunden gestanden hatten, wurden ihre Viskositaten bestimmt. 
Das Resultat zeigt Tabelle V und Abb. 3. 


Tabelle V. 


Irreversibler Anteil der Viskositat (Caseinlésung + n/10 NaCl, vorher 
voriibergehend alkalisch). 





Voriibergehende ” U 


ly ; 
Alkalitat Versuch 41¢ Versuch 46 b 


r 


0,02 
+ 0,00 1,53 
0,04 _ 
0,06 1.50 
0,10 1,41 


_— st pe 
em Ororor 
wha 
oror 











402 a0¢ 406 008 a” O72 
n NaOH 


Abb. 3. 


Irreversibler Anteil der Viskositaét als Funktion der voriibergehenden Alkalinormalitit 


Wir sehen, daB die Viskositdtserniedrigung zum groBen Teil irre- 
versibel ist. Zwischen 0,02 und 0,04 n NaOH (pu 7,4 bis 11) ist allerdings 
der irreversible Anteil sehr gering. Es ware daran zu denken, da hier 
vielleicht ein Gebiet reversibler Viskositatsinderungen vorliegt. Die 
im vorletzten Abschnitt mitgeteilten Versuche werden diese Vermutung 
bestatigen. 

b) von Neutralsalz. 

Die Wirkung von Neutralsalz auf die Viskositat des Caseins wurde 
genau so gemessen wie die des Alkalis. Tabelle VI und Abb. 4 zeigen 
das Ergebnis. Obgleich das Neutralsalz wie auch das Alkali eine Er- 


niedrigung der Viskositat herbeifiihren, weist die véllig verschiedene 
Gestalt der beiden entsprechenden Kurven darauf hin, daB zwischen 
den beiden Vorgangen ein grundsatzlicher Unterschied bestehen muB. 
Leider 14Bt sich bei der Neutralsalzwirkung die Reversibilitat nicht so 
einfach wie bei der Alkaliwirkung bestimmen. Die im nachsten Ab- 
schnitt folgenden Zeitverldufe der Viskositatserniedriqung werden aber 
den Unterschied der beiden Effekte mit voller Deutlichkeit zeigen. 
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Tabelle V1. 


Viskositaét als Funktion der NaCl-Normalitat. 





n NaCl ”. 
0.00 1.985 
0,01 1,79 
0,02 1,71 
0.05 1,61 
1,10 1,55 











Abb. 4. 
Viskositaét als Funktion der NaCl-Normalitat 


V. Der Zeitverlauf der Viskositit bei Einwirkung 
a) von Alkali. 


Bei der Messung der Zeitverlaufe wurde besonderer Wert darauf gelegt, 
den Vorgang schon in den ersten Minuten zu fassen. Deshalb wurden das 
Viskosimeter, die LGsung und die Natronlauge langere Zeit vor Beginn des 
Versuchs in den Thermostaten gebracht. Man konnte, da beim Unmfiillen 
immer eine kleine Abkiihlung eintrat, trotzdem immer erst 3 Minuten nach 
Reaktionsbeginn die erste Messung ausfiihren. Da die DurchfluBzeit 1,5 bis 
2 Minuten dauerte, wurde als Zeit der Einzelmessung jedesmal die Zeit 
1 Minute nach Beginn der Messung gerechnet. Als Anfangspunkt wurde, 
um die Alkaliwirkung von der Verdiinnungswirkung zu unterscheiden, 
der Wert genommen, den die Viskositaét bei der gleichen Verdiinnung mit 
Wasser annahm. Unter diesen Bedingungen ist die Reproduzierbarkeit 
ausgezeichnet, wenn man gleichaltrige Lésungen miteinander vergleicht. 


Tabelle VII und Abb. 5 zeigen den Reaktionsverlauf fiir vier ver- 
schiedene Alkalikonzentrationen. Aus der Abbildung ist zu sehen, daB 
die Verlaufe fiir 0,01 und 0,02 n NaOH durch ein deutliches, zeitlich 
gut meBbbares Maximum gehen. 

Die Kurve fiir 0,06 n NaOH zeigt das Maximum nicht unmittelbar, 
wir miissen jedoch mit Sicherheit annehmen, daB auch hier innerhalb 
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Tabelle VII. 


Zeitverlaufe der Viskositat fiir Alkali. 








0.02 + 0.01ln NaOH 0.02 + 0.02n NaOH 0.02 + 0.06n NaOH 0.02 + 0.10n NaOH 
t t \r t t Vr t to ‘rp t t yp 
0’ 2.01 0’ 204 0’ 2.02 0’ 2.00 
4’ 2,03 4’ 2,16 4’ 2,12 4 1,915 
8’ 2,02 8’ 2,175 ‘y 2,05 8’ 1,885 
11’ 2,02 12’ 2,15 10’ 2,04 12’ 1,88 
14’ 2,015 27’ 2,13 sy 2,01 17’ 1,86 
33’ 2,015 58’ 2.085 35’ 2.00 39’ 1.85 
1h 20’ 2.01 4h 50’ 2.05 58’ 1,98 1h 12’ 1,83 
3) 40’ 2,00 24h 2,02 2h 50’ 1,96 20h 1,71 
22h 1,945 
ey 
neti 
Tr } 
10 Q02+002n Na OH * 
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002°006n Na Of © 
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Abb. 5. 


Zeitverlauf der Viskositat bei Einwirkung yon Alkali. 


der ersten Minuten ein Maximum auftritt. Wiirde man namlich die 
Kurve tiber den ersten MeBpunkt hinaus zur Ordinate zuriickextra- 
polieren, so kame man zu einem unsinnig hohen Viskositaétswert fiir 
den érsten Augenblick. Bei 0,10 n NaOH ist fiir die ersten 4 Minuten 
nichts Sicheres auszusagen. 

Wir bemerken, da der im Viskositatsverlauf sich auBernde Vorgang 
zur Sekunddrreaktion gehért, und dab er in zwei zeitlichen Phasen ver- 
lauft. Die erste Phase besteht in einer Erhéhung, die zweite in einer 


Erniedrigung der Viskositat. 


b) von Neutralsalz. 

Die Messung des Reaktionsverlaufs geschah fiir Neutralsalz genau 
so wie fiir Alkali. Wir sehen aus der Tabelle VII, daB sich hier der 
ganze Verlauf innerhalb der ersten Minuten abspielt. Nach 5 Minuten 
haben wir schon den endgiiltigen Wert vor uns. Den genauen Verlauf 
innerhalb der ersten Minuten konnten wir mit der angewandten Versuchs- 


methode nicht ermitteln. 
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Tabelle VIII. 


Zeitverlaufe der Viskositaét fiir Neutralsalz. 





0.05 n NaCl 0.10n NaCl 
t—t lp fs ‘ip 
Q’ 1,92 0’ 1,92 
5 1,59 5’ 1,54 
7 1.59 10’ 1.54 
18’ 1,59 18’ 1,54 
Qh 1.59 14 10’ 1,54 


Bevor wir weitergehen, seien noch einmal alle bisherigen Ergebnisse 
zusammengefaBt. 

1. Alkaliwirkung. 

a) Primdrreaktion. Der Hauptteil des Alkalis wird momentan 
gebunden, 

Bh) Sekunddrreaktion. In der ersten Phase (etwa 5 Minuten) steigt 
die Viskositat des Systems bis zu einem Maximum. In der zweiten 
Phase (mehrere Stunden) fallt die Viskositat wieder ab. Wahrend 
dieser Zeit werden aus dem Proteinmolekiil diffusionsfahige Spalt- 
stiicke irreversibel abgetrennt. Hierbei steigt die Bindungsfihigkeit 
des Systems fiir Alkali. 

2. Neutralsalz 
setzt innerhalb der ersten 5 Minuten, ohne das Protein zu spalten, 
die Viskositat des Systems herab. 

| Genauere Viskositatsmessungen, im Rahmen einer weiteren Arbeit 
ausgefiihrt, scheinen das hier entwickelte Bild des Viskositatsverlaufs in 
interessanter Weise zu modifizieren. Ihnen zufolge verliuft der Abfall det 
Viskositat (in der. zweiten Phase) nicht kontinuwierlich, sondern in Stufen, 
derart, daB in einer Reihe von bestimmten Zeitpunkterm die Viskositat 
sehr schnell ein kleines Stiick absinkt, wahrend sie in den dazwischen- 
liegenden Zeitintervallen konstant bleibt. Wir vermuten, in diesen Stu/fen- 
reaktionen eine kinetische Auperung der Proteine von allgemeinerer Be- 
deutung vor uns zu haben. Elektrochemische Messungen der Bindungs- 
energie zwischen Casein und Cu-lonen zeigen namlich dasselbe kinetische 
Phainomen mit auffallender Deutlichkeit. Die Betrachtungen des 
jetzt folgenden Abschnitts werden iibrigens durch diese Befunde nicht 
beriihrt. ] 

VI. Erérterung der bisherigen Ergebnisse. 
a) Die Deutung der Viskositdtseffekte. 


Um die bis jetzt mitgeteilten Ergebnisse molekularkinetisch deuten 


zu kénnen, miissen wir erst zu einer sicheren Erklarung der Viskositats- 
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effekte kommen. Folgende vier Faktoren kénnen fiir eine Viskositats- 
erhohung kolloider Systeme in Frage kommen: 

1. Erhéhte Hydratation der Teilchen. 

2. Elektroviskoser Effekt. 

3. Erhéhte FlieBelastizitat. 

4. Erhéhte Raumbeanspruchung der Teilchen. 

Die erste, besonders von Pauli! vertretene Auffassung ist jiingst 
von H. H. Weber und Nachmannsohn? widerlegt worden. Die beiden 
Forscher wiesen durch Messung des nichtlésenden Raumes und der 
Volumenkontraktion von alkalischen Proteinlésungen nach, dab die 
Hydratation von Proteinen in dem ganzen hier in Frage kommenden 
Gebiet konstant ist. Unsere Zeitversuche geben eine weitere, exakte 
Widerlegung dieser Auffassung. Wenn durch die erhéhte oder 
verminderte lIonisierung eine erhéhte oder verminderte Hydratation 
zustande kame, so miissen diese beiden Effekte zeitlich parallel gehen, 
denn das Entstehen von Ionen mu unbedingt gleichzeitig mit ihrer 
Hydratation erfolgen. Unsere px-Messungen zeigen aber, daf die Ein- 
stellung des Ionengleichgewichts (dem Hauptanteil nach) im ersten 
Augenblick der Reaktion abgeschlossen ist. Samtliche Viskositats- 
einstellungen aber erfolgen erst eine gewisse Zeit darauf. 

Auch unsere oben beschriebenen Reversibilitatsversuche zeigen, 
daB es sich hier um Vorgange handelt, die von grundsatzlich anderer 
Art sind als reine Ionenvorgange. 

Derselbe Einwand gilt gegen die Theorie von Kruyt und Lier, 
daB es sich hier um einen elektroviskosen Effekt handelte. Die beiden 
Autoren hatten zwar auch Zeitmessungen der Viskositaét gemacht, jedoch 
die ersten Minuten der Reaktion nicht genug beriicksichtigt. Es entging 
ihnen daher das in den ersten Minuten auftretende, gut meBbare Maximum. 
Sie extrapolierten einfach ihre Zeitkurven iiber den.ersten gemessenen 
Wert zuriick bis zur Zeit Null und kamen so zu der falschen Auffassung, 
daB im ersten Augenblick der Reaktion — momentan — eine Viskositats- 
erhéhung auftritt, die sie als elektroviskosen Effekt interpretierten. 
Durch den Nachweis des zeitlichen Maximums ist auch diese Theorie 
widerlegt. 

Messungen der Fliefelastizitdt an Proteinen fithrte Rothlin* aus. 
Er fand, daB im Gegensatz zu anderen Proteinen das Casein keine 
FlieBelastizitat besitzt. 


1 Pauli-Valké, Elektrochem. d. Kolloide 1929. 

2 Weber u. Nachmannsohn, diese Zeitschr. 204, 215, 1929. Die Versuche 
wurden bestétigt und erweitert durch die Arbeit von Weber u. Versmold, 
diese Zeitschr. 234, 62, 1931. 

3 Kruyt u. Lier, Kolloidchem. Beih. 28, 407, 1929. 

4 Rothlin, diese Zeitschr. 98, 34, 1919. 
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Wir dirfen also mit hoher Wahrscheinlichkeit den SchluB ziehen, 
daB das viskosimetrische Verhalten unserer Caseinlésungen eine AuBerung 
der Raumbeanspruchung der dispersen Phase in ihnen ist. Erhéhung 
bzw. Erniedrigung der Viskositat diirfen wir als Dehnung bzw. Schrum p- 
fung der dispersen Phase deuten. Das Wort Quellung vermeiden wir, 
weil es bestimmte Vorstellungen iiber den Vorgang vorwegnahme, die 
hier gerade zur Diskussion stehen. 


b) Die erste Phase der Sekunddrreaktion. 

In ihr tritt uns der charakteristische Unterschied zwischen der 
Neutralsalzwirkung und der Alkaliwirkung am deutlichsten entgegen. 
Die beiden Wirkungen zeigen sich hier als diametral entgegengesetzt : 
Alkali fiihrt (im Sinne der soeben gemachten Darlegungen) zu einer 
Dehnung, Neutralsalz zu einer Schrumpfung der dispersen Phase. Dieser 
Wirkungsunterschied wird sofort einleuchten, wenn wir uns die unter- 
schiedliche Primarreaktion des Proteins mit Alkali und Neutralsalz 
auf Grund der Zwitterionentheorie vergegenwartigen. 

Nach ihr haben wir uns die neutrale Caseinlésung als eine stark 
dissoziierte Na-Caseinatlésung vorzustellen. Der Proteinanteil dieses 
Salzes ist ein vielfach geladenes Anion. Trotzdem sind noch eine Anzahl 
dissoziierter kationischer Gruppen im Molekiil, die die Gesamtaktivitat 
des Molekils herabsetzen, da sie die negative Aktivitaét der ,,sauren‘ 
Gruppen durch ihre positive Aktivitat teilweise kompensieren. Nach 
Bjerrum! reagieren auf der alkalischen Seite des Neutralpunktes mit 
dem Alkali diese alkalischen Gruppen auf Grund einer Ionenzuriick- 
drangung. Da das Alkali die sauren Gruppen nur unwesentlich be- 
einfluBt, muB es daher die Gesamtaktivitét des Proteinanions erhéhen. 
Ganz anders wirkt Neutralsalz: Es setzt gleichmabig die Aktivitat 
aller Ionengruppen herab, fiihrt also zu einer Abnahme der Gesamt- 
aktivitat. 

Betrachten wir unter diesem Gesichtspunkt unsere Versuchs- 
ergebnisse, so sehen wir, das mit der AktivitétserhGhung durch Alkali 
eine (primare) Dehnung des Proteins verkniipft ist, mit der Aktivitats- 
erniedrigung durch Neutralsalz eine Schrumpfung. Auf den Zusammen- 
hang zwischen Aktivitét und Viskositaét hat besonders Pauli? sehr ein- 
gehend hingewiesen; seine speziellere Interpretation der Viskositats- 
erscheinungen als Folgen einer Hydratation miissen wir aber ablehnen, 
Wir werden im SchluBabschnitt dieser Arbeit eine neue Interpretation 


dieses Zusammenhangs vorschlagen. 


1 joe. 
2 J. Frisch, W. Pauli, E. Valké, diese Zeitschr. 164, 401, 1923; W. Pault 
u. H. Wit, ebendaselbst 174, 308, 1926. 
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c) Die zweite Phase der Sekunddrreaktion. 

Wahrend bei der Salzwirkung mit der Schrumpfung des Molekiils 
die Reaktion beendet ist, folgt bei der Alkaliwirkung auf die Phase 
der Dehnung eine Phase der Spaltung des Molekiils (Diffusionsversuch). 
Parallel mit der Spaltung geht eine Abnahme der Viskositat. 

Pauli! erklart die Viskositaétserscheinungen (ausgenommen die Zeit- 
reaktion) als reine Aktivitaétserscheinungen. Er versuchte diese Theorie 
experimentell zu belegen, indem er nach einer geistreichen Methode die 
Aktivitaét des Proteinions ermittelte und zu zeigen versuchte, daB diese 
GréBe dieselbe po-Abhangigkeit zeigte wie die Viskositaét. Eine unbefangene 
Betrachtung seiner Befunde zeigt indessen, daB ihm der Beweis hierfiir 
nicht vollstandig gegliickt ist. In den meisten Fallen (Serumalbumin, Glutin) 
fallt die Viskositat bereits ab, wahrend die Aktivitét noch im Steigen be- 
griffen ist. Unsere Zeitkurven zeigen, 1. daB der Abfall der Viskositat zeitlich 
nicht mit der Einstellung der Aktivitét zusammenfallt (Primérreaktion) ; 
2. daB der Abfall der Viskositét in einem px-Gebiet auftritt, wo ein An- 
steigen der Aktivitét des Molekiils zu erwarten ist, und sich voriibergehend 
auch in der ersten Phase des Viskositaétsverlaufs deutlich zeigt. Wir kénnen 
also den langsamen Abfall der Viskositaét in der zweiten Phase der Reaktion 
nicht wie Pauli es tut als AuBerung einer Aktivitétsabnahme auffassen. 
Es besteht vielmehr ein inniger Zusammenhang zwischen Spaltung und 
Viskositatsabnahme. 

‘ Nach unseren Versuchen gibt sich der Viskositatsabfall als Neben- 
erscheinung einer Spaltung des Proteins zu erkennen. Die zeitliche 
Parallelitat zwischen dem Viskositatsabfall und der Spaltung ist hin- 
reichend, um diesen SchluB mit Sicherheit ziehen zu kénnen. Inwiefern 
eine Spaltung des Molekiils notwendig mit einer Schrumpfung der 
dispersen Phase verbunden sein mu, wird im letzten Abschnitt ein- 
gehend begriindet werden. 


d) Verschdrfung der Fragestellung. 


Wollen wir tiefer in die Kinetik des Spaltungsvorgangs eindringen, 
so muB zuerst die Frage beantwortet werden: Hangt die Spaltung des 
Molekiils mit seiner Dehnung ursachlich zusammen, oder werden die 
beiden Vorginge unabhaingig voneinander mit verschiedener Geschwin- 
digkeit vom Alkali ausgelést? Diese Alternative kénnen wir durch 
folgenden Versuch entscheiden. Wir setzen Alkali zur Caseinlésung, 
inaktivieren aber gleichzeitig das Proteinion durch Zusatz von Neutral- 


salz, so daB dessen Dehnung herabgesetzt wird. Erfolgt nun die Spaltung 
des Molekiils als Folge der primaéren Dehnung, gewissermaBen als ein 
ZerreiBen des Molekiils durch die dehnende Kraft, so miiBte sie nach 
Neutralsalzzusatz unterbleiben. Tritt sie aber trotzdem ein, so kénnen 
wir sie als eine — katalytische (?) — Aufspaltung chemischer Bindungen 
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durch die Hydroxylionen auffassen, die unabhangig vom physikalisch- 
chemischen Zustand des Systems eintritt. 

Nachdem wir den engen Zusammenhang des Spaltungsvorgangs mit 
der Viskositat erkannt haben, werden wir in Zukunft die Spaltung an 
Hand der Viskositét messen, was nicht nur einfacher, sondern wegen 
der groben MeBgenauigkeit auch exakter ist, als die Diffusionsversuche 
es sein kénnen. 


VII. Der Einflu8 von Neutralsalz auf die Alkaliwirkune. 


Um abschatzen zu kénnen, ob das Neutralsalz die Aktivitdt des 
Alkalis wesentlich beeinfluBt, stellten wir einige py-Messungen in 
Protein-Alkali-Neutralsalzlésungen an. Tabelle IX zeigt, daB~ die 
Beeinflussung des px durch Kochsalz am Neutralpunkt ziemlich stark 
ist, aber um so geringer wird, je alkalischer die Lésung ist. Sie betragt 
fiir 0,05 n NaCl am Neutralpunkt 0,3 pa-Einheiten, in dem Gebiet, das 
uns besonders interessiert, aber etwa nur 0,1 Einheit. Da wir bei den 
Viskositaétsmessungen weniger NaCl zusetzten als bei diesem Versuch, 
kénnen wir die pu-Beeinflussung vernachlissigen. 


Tabelle $4 


5 
Beeinflussung des pu von Caseinlésungen durch NaCl. 





n Na OH PH ; PH 
fiir0,0n NaCl fiir 0,05n NaCl 


0,02 7,60 7,28 
0.04 10.94 10,82 
0.07 12,13 12,14 


Die Aktivitaétsbeeinflussung des Alkalis durch das Neutralsalz werden 
wir nicht als eine direkte Einwirkung des Neutralsalzes auf das Alkali 
auffassen diirfen. Es handelt sich wohl mehr um eine Verschiebung det 
Gleichgewichtslage zwischen Protein und Hydroxylionen. 

Die Viskosititsversuche wurden folgendermaBen angesetzt. Eine 
Reihe von Caseinlésungen mit gleichem Kochsalzgehalt wurde mit 
Alkali steigender Konzentration (von 0,0 bis 0,1 n) versetzt, iiber 
Nacht stehen gelassen und am nachsten Tage gemessen. Wirkte das 
Alkali auf die Lésung spaltend, so muBte ihre Viskositéit abfallen, 
genau wie fiir die nicht mit Kochsalz behandelten Lésungen. Wurde 
die Spaltung durch das Kochsalz verhindert, so muBte das Alkali die 
Viskositat erhéhen (d. h. es miiBte die erste Phase der Sekundarreaktion 
allein den Endeffekt der Reaktion bestimmen). 

Tabelle X und Abb. 6 zeigen das Resultat fiir eine mit 0,005 n NaCl 
versetzte Lésung. Wir sehen, daB die Viskositat bis zu etwa 0,55 n Alkali 
ansteigt, um dann erst abzufallen, wir haben also eine Verschiebung 
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Tabelle X. 


Viskositat als Funktion der Alkalinormalitaét bei Anwesenheit von 0,005 n 
NaCl im System. 




















n NaOH 0,02 0,03 0.04 0.06 0.08 0.12 
a ae er 1,77 1,80 1,83 1,59 1,805 1,675 
(fmar bei gleicher Verdiinnung ohne Na Cl: 1,865.) 
19 
7p 
ret 
1,6 
0 G02 «=e 006 008 On Qn 
nNa0H 
Abb. 6. 
Viskositit als Funktion der Alkalinormalitét bei Anwesenheit yon NaCl im System 
des Viskositaétsmaximums vom px = 7,4 bis zum pu 11,5 (aus der 


Titrationskurve zu entnehmen). Auffallend ist die Hohe, bis zu der 
die Kurve ansteigt. Um das neue Maximum mit dem urspriinglichen 
(ohne NaCl) zu vergleichen, wurde die Ausgangslésung mit Wasser 
auf dieselbe Verdiinnung gebracht, wie in den Versuchen, und deren 
Viskositat bestimmt. Wir sehen, daB das neue Maximum (mit NaCl) 
sogar etwas hodher liegt als das alte (ohne NaCl). In einem ziemlich 
groBen pu-Bereich ist also die Viskositaét bei Anwesenheit von Neutral- 
salz im System héher als ohne Neutralsalz, was der Vergleich mit der 
gestrichelten Kurve zeigt, die den Gang der Viskositaét mit dem Alkali 
ohne Neutralsalz darstellt. 

Unsere Frage, ob das Molekiil bei der Einwirkung von Alkali 
(ohne NaCl) auf Grund seiner Aktivitaitserhéhung zerfallt, oder ob es 
durch die Einwirkung der Hydroxylionenchemisch gespalten wird, k6nnen 
wir jetzt beantworten. Der hemmende EinfluB, den das Neutralsalz auf die 
Spaltung durch das Alkali hat, zeigt deutlich, daB die Spaltung im Bereich 
vom pu = 7,4 bis zum pa = 11,5 nicht durch die Wirkung der Hydroxyl- 
ionen veranlaBt ist, deren Aktivitaét durch die sehr geringe Kochsalz- 
konzentration gar nicht beeinfluBt wird, sondern allein eine Wirkung 
der Aktivitat des Proteinmolekiils ist. Eine bestimmte maximale Aktivitat 
des Proteinmolekiils, die zu einer bestimmten maximalen Dehnung 
fiihrt, kann nicht iiberschritten werden, ohne daB das Molekiil zerfallt. 
Hierauf tritt eine Entlastung des Proteins ein, wie die Schrumpfung 


der gesamten dispersen Phase zeigt. 
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Jetzt erhebt sich die Frage, ob oberhalb des pa 11,5 die Spaltung 
durch die Hydroxylionen hervorgerufen wird, oder ob auch hier die 
Dehnung des Proteinmolekiils den Zerfall zur Folge hat. Ist das letztere 
der Fall, so muB sich durch Erhéhen der Neutralsaizkonzentration das 
Viskositatsmaximum weiter verschieben lassen. Ist aber das erstere 
der Fall, so muB oberhalb einer bestimmten py-Grenze die Spaltung 
durch Neutralsalz nicht mehr verhindert werden kénnen!. Um dies 
zu entscheiden, setzten wir mehrere Reihen an, die sich nur durch 
die Kochsalzkonzentration unterschieden. Tabelle Xl und Abb. 7 zeigen 
das Resultat. Wir sehen, daB die Verschiebung des Maximums iibe 
pa = 11,5 hinaus nicht méglich ist, daB also trotz der Herabsetzung 
seiner Aktivitat das Protein oberhalb dieses py gespalten wird. Dies¢ 
Spaltung oberhalb von py 11,5 werden wir also auf die Wirkung der 
Hydroxylionen zuriickfiihren. 


Tabelle XI. 


Viskositaét als Funktion der Alkalinormalitat bei steigenden Mengen NaC 
im System. 





n NaOH 0,02 0.08 0.04 0.06 0,08 0.12 


0,005 n NaCl 1,77 1,80 1,83 1,89 1,805 1,675 
", ) 9,010 n NaCl 1,71 1,745 1,80 1,875 1,78 1,70 
(0,050n NaCl 1,59 1,605 1,695 1,79 1,70 1,64 





oe lit Sas. | 
[aes ioe | 


Abb. 7. 
Viskositat als Funktion der Alkalinormalitit bei verschiedenen Konzentrationen 
NaCl im System 


Die Proteinspaltung durch Alkali ist also kein nach einheitlichem 
Mechanismus verlaufender Vorgang, sondern es handelt sich bei ihr 
um zwei grundverschiedene Vorginge, von denen jedem ein bestimmter 
pu-Bereich zukommt. Zwischen pu 7,4 und 11,5 wirkt das Alkali auf 
das Proteinion aktivierend ein, dieses fiihrt zu einer Dehnung dieses 
Ions, was wieder bei Uberschreitung einer bestimmten Dehnungsgrenze 


1 


D. h. unabhangig vom Dehnungsgrad sein. 
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Zerfall zur Folge hat. Oberhalb px 11,5 spalten die Hydroxyl- 
ionen — durch katalytische Einwirkung ? — das Molekiil. 


Vergleichen wir diese Resultate mit unseren Reversibilitats- 
messungen der Viskositat, so fallt uns auf, daB diese beiden px-Bereiche 
auch hier schon auftraten. Bis etwa px 11 war die Herabsetzung 
der Viskositaét durch Alkali annahernd vollstandig reversibel, dariiber 
hinaus aber irreversibel. Dieser Zusammenhang brachte uns auf die 
Vermutung, da zwischen Protein, Alkali und Neutralsalz innerhalb 
eines gewissen Bereiches ein echtes Gleichgewicht besteht derart, daB 
der Dispersitdtszustand des Proteins eine reversible Funktion des Ionen- 
gehalts seiner Umgebung ist. Die Veranderungen der Dispersitat kimen 
dann daher, da die im System befindlichen Ionen die Aktivitdt des 
Proteins bestimmen, und daB einer bestimmten Aktivitdt des Proteins 


ein bestimmter Dispersitatszustand entspricht. 


Ist diese Vorstellung richtig, so muf eine eingetretene Alkali- 
spaltung nicht nur durch Saure, sondern auch durch Neutralsalz riick- 
gingig gemacht werden kénnen. Das bedeutet aber, da das System 
zu demselben Endzustand kommen mu8,’ wenn man einmal zuerst 
Alkali und danach (nach 20 Stunden) Neutralsalz zusetzt, ein anderes 
Mal umgekehrt, obgleich einmal zwischendurch eine Spaltung eintritt, 
das andere Mal nicht. Umades zu untersuchen, setzten wir zwei Reihen 
von Lésungen an, von denen eine mit Alkali (von 0,0 bis 0,08 n) und 
20 Stunden darauf mit Neutralsalz versetzt wurde, und die andere mit 
Neutralsalz und darauf mit Alkali. Gemessen wurde nach Einstellung 
des Endzustandes. Da die gefundenen Effekte hart an der Fehlergrenze 
der Messung liegen, aber doch systematisch sind, geben wir vier Meb- 
reihen (drei mit 0,05 n NaCl, eine mit 0,005 n NaCl) wieder (Tabelle X11). 


Tabelle XII. 


EinfluB der Reihenfolge, in der NaCl und NaOH zugegeben werden. 








n NaOH 0,05 n Na Cl _ i 0,05 n Na Cl 0,05 n Na Cl 0,005 n Na Cl 
0,02 + vorher nachher vorher nachher vorher nachher vorher nachher 
0,00 1,53 1,57 1,425 1,70 
0,02 —_ — 1,71 1,71 1.58 1,575 1,51 (1,83) 
0,03 1,755 1,750 1,795 1,785 a —- 1.95 1,95 
0,04 —_ — _ _ 1,61 1.60 1,86 1,825 
0,05 1,73 1,715 _ a — — 1,765 1,75 
0,06 1,72 1,72 1,59 1,585 - - 


0,08 1,64 1.64 fi ~ est: pe =a a 


Die Tabelle zeigt, daB wir drei Bereiche unterscheiden kénnen. 
Von 0,0 bis etwa 0,03 n (px = 7,4 bis 11) einen Bereich, wo die Zu- 
standsainderungen reversibel sind; von 0,03 n bis 0,05 n (px 11 bis 11,5) 
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einen Bereich mit einem geringen irreversiblen Salzeffekt: iiber 0,05 n 
(px >11,8) kommen wir dann in den Bereich, wo das Kochsalz — 
wie wir schon wissen keinen EinfluB mehr auf die Spaltung hat, 
es also irrelevant bleibt, ob wir es vorher oder nachher zusetzen. 

Der Versuch gab also unserer Vermutung recht, da in einem be- 
stimmten pu-Bereich, namlich von py 7,4 bis 11 das System Casein- 
Natronlauge-Kochsalz ein echtes Gleichgewichtssystem mit reversiblen Zu- 
standsdnderungen darstelit. Jenseits dieses Bereiches macht sich die 
Hydroxylionenkonzentration durch irreversible Spaltungen am Protein 
bemerkbar, die durch Kochsalz nicht verhindert werden kénnen. In 
einem kleinen Zwischenbereich (px 11 bis 11.8) scheint das Koch- 
salz einen beschrankten EinfluB auf die irreversiblen Spaltungen zu 
haben. 

VIL. SchluSbetrachtung. 


Das wichtigste Ergebnis der mitgeteilten Untersuchungen scheint 
uns dieses zu sein, daf in einem pu-Gebiet, dessen Grenzen wir angeben 





kénnen, das Verhalten der Proteinmolekiile eine reversible Funktion 
ihres Ladungszustandes ist. Die Anderung des Ladungszustandes des 
Proteinmolekiils ruft — anders als bei den niedermolekularen Ele ktrolyten - 
an ihm selbst tiefgreifende, allerdings reversible, Veriinderungen! hervor. 
Diese bestehen darin, daB die Raumbeanspruchung des Molekiils bei 
Erhéhung seines Ladungszustandes wachst, und daB dieser Vorgang, 
den wir Dehnung des Molekiils nannten, bei Uberschreitung einer be- 
stimmten Grenze zur reversiblen Spaltung des Molekiils fiihrt. Gehen 
wir zu noch héherem px tiber, so bekommen wir eine chemische Ein- 
wirkung der Hydroxylionen, die das bis dahin reversible System zer- 
stéren, indem sie das Proteinmolekiil irreversibel spalten. 

DaB reversible Spaltungen an Proteinmolekiilen mdédglich sind, hat 
Sérensen? durch ausgedehnte Untersuchungen nachgewiesen. Ebenso 
fanden Svedberg und Sjégren® reversible Spaltungen an Serumalbumin als 
Funktion der Verdiinnung. In einer neueren Arbeit teilen dieselben Autoren * 
reversible Spaltungen als Funktion des py mit. Der Zusammenhang dieser 
Erscheinungen mit unseren Befunden wird indessen erst herzustellen sein, 
wenn sich unsere Untersuchungen auf dieselben EiweiSkérper erstrecken 
werden wie die der genannten Autoren. 

Das Alkali wirkt also in zwei voneinander ganz verschiedenen 
Weisen auf das Protein ein. Erstens verdindert es den Ladungszustand 
des Proteins, zweitens greift es durch seine Hydroxylionen chemisch 


1 


Die nur in dem angegebenen Bereich ungestért nachgewiesen werden 
kénnen. 

2 le. (Einleitung). 

3 Svedberg u. Sjégren, Journ. of Amer. Chem. Soc. 50, 3318, 1928. 

4 Dieselben, ebendaselbst 52, 2855, 1930. 
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das Proteinmolekiil an. Diese chemische Einwirkung kann sich aber 
erst auswirken, wenn eine nicht zu geringe Anzahl von Hydroxylionen 
im System vorhanden ist. (Der Nachweis dieser zwei Reaktions- 
mechanismen des Alkalis gelang uns dadurch, daB wir die Aktivitits- 
wirkung des Alkalis durch Neutralsalz, das in dieser Beziehung gegen 
Alkali antagonistisch wirkt, beeinflussen konnten in der Weise, daB 
wir die Dehnung des Molekiils unter der Grenze hielten, oberhalb derer 
das Molekiil durch seine Aktivitaét reversibel spaltet. Hierdurch wird 
der erste Reaktionsmechanismus weitgehend reduziert, und die irre- 
versible chemische Wirkung des Alkalis kann von seiner reversiblen 
Elektrolytwirkung getrennt untersucht werden.) 


Das pu-Maximum der Viskositat erklart sich daraus, dab wachsendes 
pu sowohl die Dehnung als auch die Spaltung steigert, und zwar derart, 
daB der Anteil der Dehnung bei niederem px iiberwiegt, der Anteil 
der Spaltung bei héheren py. An einem bestimmten px-Punkt tritt 
das Uberwiegen der Spaltung iiber die Dehnung ein, so daB die Viskositat, 
die eine Resultante beider Vorginge ist, bis zu diesem Punkt ansteigt, 
hinter ihm abfallt. Da Neutralsalz innerhalb des Bereiches der reversiblen 
Wirkungen die Spaltung verhindert, verschiebt sich in neutralsalz- 
haltigen Caseinlésungen das Maximum der Viskositats-py-Kurve nach 
héheren px-Werten hin. Diese Verschiebung des Viskositaétsmaximums 
findet bei dem px-Punkt ihre Grenze, wo soviel Hydroxylionen im 
System sind, daB deren chemische Einwirkung das Proteinmolekiil 
irreversibel spaltet, also das bis dahin reversible System zerstért. (Die 
nichste Arbeit, die iiber unsere Messungen der Affinitat zwischen 
Protein und Kupferion berichten soll, wird zeigen, daB gerade von dem 
pu-Punkt ab, wo wir auf Grund der bisherigen Messungen den Beginn 
einer irreversiblen Wirkung annehmen miissen, sehr charakteristische 
chemische Anderungen am Protein auftreten.) 


Wir haben bis hierher, — um den Bereich des streng Beweisbaren 
erst sicher abzustecken, — zwei Fragen unerértert gelassen, namlich 


die Frage nach dem Mechanismus, Grund dessen die Dehnung des 
Molekiils mit seiner Aktivitét zusammenhingt, und die Frage nach 
dem Zusammenhang zwischen dem Spaltungsvorgang und der parallel 
mit ihm laufenden Verstirkung der Pufferung. 

Die groBe Raumbeanspruchung der Proteinteilchen wurde bisher 
von allen Autoren mit Hilfe eines Umweges iiber das Lésungsmittel 
erklart!. Uns scheint die einfachere Annahme, da die Dehnung unter 
dem EinfluB einer elektrostatischen Kraft auftritt, gut begriindbar. Die 


1 Pauli-Valk6, Elektrochem. d. Kolloide 1929; Jaques Loeb, Die EiweiB- 
kérper usw. Berlin 1924. 














Untersuchungen an Proteinen. I. 71 


Einzelionen des EiweiBbmolekils sind nach den Untersuchungen von 
Weber stark dissoziiert. Wir wissen ferner durch die Arbeit Pallmanns}, 
daB kei Kolloidelektrolyten das nicht unmittelbar an das Kolloidteilchen 
gebundene lon (das Gegenion Paulis) eine groBe Unabhingigkeit von 
diesem besitzt. Die ,,Gegenionen* bilden einen diffusen Schwarm um 
das Teilchen, der in stetem Ubergang von innen nach auBen aus fest- 
gebundenem bis zu vollig frei beweglichen Ionen besteht. Hieraus 
folgt fiir EiweiBmolekiile notwendig, daB in dem Raume, den das 





Molekiil selbst einnimmt, ein UberschuB gleichsinniger elektrischer 
Ladungen auftreten mu. Dieser im Molekiilraum verteilte Ladungs- 
iiberschuB muB dann eine elektrostatische AbstoBung der einzelnen Teile 
des Molekiils voneinander zur Folge haben. 

Nach den réntgenographischen Untersuchungen der letzten Jahre? 
ist es sehr wahrscheinlich geworden, daB sich die Proteinmolekiile aus 
langen Hauptvalenzketten von Aminosdureresten zusammensetzen, die 
im intakten Molekiil parallel zueinander gelagert sind. Hieraus ergibt 
sich ein einfacher Mechanismus dafiir, wie das Molekiil einer elektro- 
statischen Dehnungskraft nachgeben kann. Die Hauptvalenzketten, 
deren Zusammenhalt miteinander vorwiegend durch Nebenvalenzen 
zustande kommt, werden je nach der Starke der dehnenden Kraft 
diese Bindungen mehr oder weniger aufgeben und sich vom Rumpt 
abspreizen. Bedenkt man, daB einer zwei- bis dreifachen Radial- 
ausdehnung des Molekiils eine 8- bis 27fache Volumenausdehnung 
entspricht, und daB nur wenige abgespreizte Ketten geniigen, um das 
ganze dazwischenliegende Wasser fiir die Scherbewegung im Viskosi- 
meter zu blockieren*, so wird das Zustandekommen der Viskositats- 
erhéhung durch diese elektrostatische Abspreizung sehr wahrscheinlich. 
Uberschreitet die Kraft eine gewisse Grenze, so reiBt das Molekiil an 
Stellen, die durch Hauptvalenzen nicht zusammengehalten sind, véllig 
auseinander, in ahnlicher Weise wie zusammengesetzte Teilchen hydro- 
phober Kolloide bei Ladungserhéhung in ihre kleineren Bausteine aus- 
einanderfallen, Da die Hauptvalenzketten an mehreren Stellen (wohl 
besonders an den Peptidbindungen) aneinanderhangen, geht der Spaltung 
immer eine Spreizung voran: Die Trennung erfolgt nicht auf einmal an 
allen Bindungen, was eine viel zu groBe Kraft erfordern wiirde, sondern 
bei einer Reihe von Bindungen an den einzelnen Bindungen nacheinander. 


1 Pallmann, Kolloidchem. Beih. 

2 Literatur s. K. H. Meyer u. H. Marck, Der Aufbau der hochpolymeren 
organischen Naturstoffe, 1930. Ferner Gerngross, Hermann u. Abitz (Gelatine), 
Zeitschr. f. physikal.-chem. B. 10, 371, 1930. 

3 Uber die sehr groBe Raumbeanspruchung kettenférmiger Molekiile 
vgl. d. Arbeiten von Staudinger, Zusammenf. Ber. Kolloidzeitschr. 53, 
19, 1930. 
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Formanderungen von EiweiBmolekiilen unter dem EinfluB elektro- 
statischer Krafte nimmt auch A. H. Meyer! an. Er stellt sich den Mechanis- 
mus dieser Forménderungen so vor, daB spiralig gewundene Hauptvalenz- 
ketten, an denen mehrere ionogene Gruppen sitzen, sich bei Anderung der 
Aktivitaét dieser Gruppen strecken oder kiirzen. Die hierbei zu erwartenden 
Volumeffekte scheinen uns aber zur Erklarung der enormen Anderungen 
der Raumbeanspruchung der Proteinmolekiile nicht auszureichen. Wir 
sind der Ansicht, daB die Raumbeanspruchung eine Folgeerscheinung des 
Baues des gesamten Molekiils ist. Auf Grund dessen, daB sich das Protein- 
molekiil aus vielen solchen Hauptvalenzketten zusammensetzt, kann es 
durch Auflockerung der Bindungen dieser Hauptvalenzketten untereinander 
den Raum, den es beansprucht, um ein Vielfaches vermehren (in der Weise, 
wie wir es beschrieben). Es soll aber nicht bestritten werden, daB die 
Proteinmolekiile auBer der von uns angenommenen Spreizung auch noch 
andere Mdéglichkeiten besitzen, um einer zentrifugalen Zugkraft nachzu- 
geben. 

Auf Grund der hier entwickelten elektrostatischen Theorie ist es 
auch verstandlich, warum eine Spaltung des Molekiils zu einem Nach- 
lassen der dehnenden Kraft fiihren muB. Diese mu um so gréBer sein, 
zu je gréBeren Gruppen die UberschuBladungen vereinigt sind. Indem 
das System durch Erhéhung seines Dispersitatszustandes der dehnenden 
Kraft nachgibt, d.h. indem es in kleinere Gruppen von UberschuB- 
ladungen zerfallt, wird die dehnende Kraft, und damit auch das gesamte 
Spreizungsvolumen geringer. 

Die Verstarkung der Pufferung im Zusaynmenhang mit der Spaltung 
ist in einer fritheren Arbeit durch das Auftreten neuer alkalibindender 
Gruppen erklirt worden, die bei der Alkalispaltung entstanden. Im 
Lichte der in dieser Arbeit ermittelten neuen Befunde wird man sich 
diesen Vorgang etwa wie folgt vorzustellen haben: Im Bereich der 
reversiblen Spaltung werden sicher nur Nebenvalenzbindungen gelést 
werden, wobei keine neuen alkalibindenden Gruppen entstehen kénnen. 
Im Bereich der chemischen Spaltungen dagegen ist dieses gewib der 
Fall, doch glauben wir, daB die neuen Gruppen nur einen Teil der ziemlich 
groBen Restmenge des gebundenen Alkalis bewaltigen kénnen. Die in 
der Einleitung erwahnte Arbeit von Bjerrum wies uns auf einen zweiten 
Umstand, der hier zu beachten ware, hin. Es wird in jenen Darlegungen 
gezeigt, daB dissoziierte saure Gruppen im Molekiil die Dissoziation 
alkalischer Gruppen erhéhen (und umgekehrt), und zwar um so starker, 
je groBer ihre Anzahl im Molekiil ist. Bei den Dispersitatsanderungen 
der Proteine werden sicher diese Krafte, die die verschiedenen Einzel- 
ionen im Molekiil aufeinander ausiiben, verandert, so daB alle Gleich- 
gewichtskonstanten Modifikationen erleiden. Die Verstarkung der 
Pufferung ware dann durch eine Herabsetzung der alkalischen Disso- 
ziationskonstanten zu erklaren. 


1 Diese Zeitschr. 214, 253, 1929. 
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Zusammenfassung. 


1. Die Veranderung des lonenzustandes von Proteinlésungen kann 


nicht ohne EinfluB auf das innere Gefiige der Proteinmolekiile bleiben. 





: 
1 Es wird eine Methode skizziert, die zu sicheren Aussagen iiber Vorgange 
i an Proteinmolekiilen fiihren kann. 
j 2. Die Alkalibindung durch Casein ist Ausdruck zweier verschiedenet 
E Reaktionen: Einer primdren, im ersten Augenblick erfolgenden Ionen- 
5 reaktion, und einer sekunddren, mehrere Stunden dauernde Reaktion, 
r die dadurch zustande kommt, dai das Alkali das Protein langsam ver- 
andert. 
{ 3. Das Alkali spaltet irreversibel diffusionsfahige Stiicke aus dem 
: Caseinmolekiil heraus. Dieser Vorgang erfordert mehrere Stunden, 
gehort also zur Sekundarreaktion. Neutralsalz spaltet das Molekiil nicht 
. 4. Die Herabsetzung der Viskositat durch Alkali und durch Neutrai- 
J salz erfolgt nach zwei verschiedenen Funktionen. Man kann fiir die 
Viskositatsherabsetzung durch Alkali einen reversiblen und einen 
, irreversiblen py-Bereich unterscheiden. 
' 5. Die Veranderung der Viskositat durch Alkali erfolgt in zwei 
, zeitlichen Phasen: Innerhalb einiger Minuten steigt die Viskositat. 
innerhalb vieler Stunden fallt dann die Viskositat ab. Neutralsalz setzt 
innerhalb der ersten Minuten die Viskositét herab. 
6. Die Viskositatseffekte in den Caseinlésungen sind AuBerungen 
der Veranderung der Raumbeanspruchung der Caseinmolekiile (Dehnung 
' und Schrumpfung). In der ersten Phase fiihrt Alkali zu einer Dehnung, 
Neutralsalz zu einer Schrumpfung des Caseinmolekiils. Auf Grund det 
. Zwitterionentheorie kénnen wir diese Vorginge als Folgeerscheinungen 
einer AktivitaétserhGhung bzw. -erniedrigung der Proteinionen deuten 
Die Schrumpfung in der zweiten Phase der Sekundiarreaktion ist Folge 
, einer Molekilspaltung durch das Alkali. 
7. Im Gebiet von px 7,4 bis etwa 11 kann man die Alkalispaltung 
' durch Kochsalz verhindern, denn hier tritt der Zerfall des Molekiils 
, allein auf Grund seiner durch das Alkali erhéhten Aktivitat auf. Bei 
i Pu 1] l4Bt sich der Zerfall durch Neutralsalz nicht verhindern. Et 
. wird hier durch chemische Einwirkung von Hydroxylionen verursacht. 
Die Aktivitatsspaltung ist reversibel, die chemische Spaltung irreversibel. 
: Es wird ein Gebiet abgegrenzt, innerhalb dessen der Dispersitatszustand 


des Proteins eine reversible Funktion des Ionengehalts des Systems ist. 














Weitere Untersuchungen iiber die Wirkung steigender Jodmengen 
in Form von Jodid-, Jodat- und Perjodat-ion sowie elementarem 
Jod auf die Keimung und die erste Jugendentwicklung 
verschiedener Kulturpflanzen.' 


Von 


K. Scharrer und W. Schropp. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technischen 
Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1931.) 
Mit 24 Abbildungen im Text. 


In vor kurzem ver6ffentlichten Versuchen? war der EinfluB 
steigender Mengen Jods in Form von Kaliumjodid, -jodat und -perjodat 
auf die Keimung und das Jugendwachstum bei verschiedenen Boden- 
arten studiert worden. Das Kation blieb somit damals stets konstant. 

Bei den nachstehend beschriebenen Versuchen kamen neben dem 
Jodid, Jodat und Perjodat des Kaliums auch die entsprechenden Ver- 
bindungen des Natriums zur Anwendung; ferner wurde elementares 
Jod in wasseriger Lésung zum Vergleich herangezogen. Samtliche 
Versuche gelangten nur auf einer Bodenart zur Durchfihrung. 


I. Die Versuchsgrundlagen. 
a) Fragestellung. 

Den Versuchen lag folgende Fragestellung zugrunde: 

1. Welchen EinfluB iiben steigende Mengen Jod in Form elemen- 
taren Jods (wasserige Jodlésung) sowie als Jodid, Jodat und Perjodat 
mit verschiedenen Kationen auf die Keimung der Getreidepflanzen aus ? 

2. Wie auBert sich die Wirkung der wasserigen Jodlésung sowie 
der verschiedenen Jodverbindungen auf den weiteren Verlauf des 
Wachstums der Versuchspflanzen ? 


1 XXV. Mitteilung zur Kenntnis des Jods als biogenes Element; 
XXIV. Mitteilung: vgl. diese Zeitschr. 236, 187, 1931. 
2 K. Scharrer u. W. Schropp, ebendaselbst 286, 187, 1931. 
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3. Welche Beeinflussung erfahrt 
Pflanzen ? 

4. Verindert die Joddiingung die 

b) Ve rsuchs} 


Die Versuche wurden mit den w 
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dabei das Erntegewicht det 


Reaktion des Versuchsbodens 2? 


lan. 


ichtigsten Jodverbindungen des 


Kaliums und Natriums sowie mit elementarem Jod durchgefiilrt 


Nachstehender Versuchsplan wurde a 


l. Versuche mit Jodverbin 


l. Grunddiingung 


a 30 

- ® 3,0 
4. 0,3 
5. - 0,03 
6. ab 0,00 
 B es 30 

8. + §6©3,0 
9. 99 0,3 
10. ‘a 0,03 
ll. oa 0.00 
3g. ai 30 
13. - tL 3,0 
14. “a 0,3 
15. en : 0,03 
16. > 0,00 


2. Versuche mit Jodverbin¢ 


1. Grunddiingung 


- 2 ea 30 
3. os + 3.0 
. . 0.3 

5. a 0.03 
6. oe 0.00 
7. a _ 30 

8. a + 3,0 
9. 6 0.3 
10. " t+ 0,03 
ll. - 0,00 
12. ‘ 30 
13. - 3,0 
14. 5 0.3 
15. oa 0,03 
16. = 0.00 


3. Versuche mit elementarem Jo 


l. Grunddiingung 1,5 

2. és 3,0 

3. = 0,3 
0.03 


4. 
5. 


0,003 


ls zweckentsprechend erachtet : 


dungen des Kaliums 


mg Jod als KJ 
K J 
KJ 
» ae 
ee a - a 7 
K JO 
K JO, 
K JO, 
» KIO, 
oY «a w+ Bee 
KJO, 
K JO, 
KJO, 
» KJO, 
Pa se Se ee 


lungen des Natriums 


mg Jod als NaJ 
NaJ 
NaJ 
“ » Nad 
- ws a » Nad 
NaJO 
Na JO, 
NaJ O, 
- an NaJO, 
on un op Pees 
NaJO, 
NaJO, 
NaJO, 
- » NaJdO, 
Ba sal ye OG 


d in wasseriger Lésung 


mg Jod als elementares Jod 
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Saémtliche Versuche wurden wiederum in sogenannten Neubauer- 
Schalen durchgefiihrt. Die gesamte zur Ansetzung bestimmte Boden- 
menge wurde gleichheitlich abgediingt und auf je 80 kg Boden 5g N, 5g 
K,O0 und 3,0g P.O; gegeben. Der Stickstoff wurde als schwefelsaures 
Ammoniak, das Kali als 40°, iges Kalisalz und die Phosphorséure in Form 
von Superphosphat verabreicht. 

Die Versuchsdiinger (elementares Jod und die verschiedenen Jod- 
verbindungen) wurden in chemisch reinster Form (pro analysi, Original 
Merck bzw. Dr. Schuchardt-Gérlitz) verwendet und der jeweilige Gehalt 
an Jod stets analytisch festgestellt. 

Die Grunddiingung wurde im festen Zustande durch inniges Mischen 
dem Boden einverleibt, wahrend die Versuchsdiingung in fliissiger Form, 
je Gef&B in aliquoter Menge, verabreicht wurden. 

Von den einzelnen Diingungsarten wurde Grunddiingung jeweils 
viermal, die iibrigen Diingungsarten zweimal wiederholt. 


c) Beschreibung der zu den Versuchen herangezogenen Bodenart. 


Zu den Versuchen wurde in den beiden Jahren ein Niederterrassen- 
schotterboden der Miinchener Hochebene herangezogen. Die Ergebnisse 
der physikalischen und chemischen Untersuchungen dieses Bodens sind 
in den Tabellen I und II niedergelegt. 


Tabelle I. 


Ergebnis der physikalischen Bodenuntersuchung. 





Sand Feinsakd Staub Feinstes Wasser- 
Bodenart 2—0,1 mm 0,1—0,05 mm 0,05—0,01 mm < 0,01 mm kapazitit 
"0 "le "lo 0 bd [') 
Niederterrassen- 
schotterboden 48,00 14,00 13,50 24,50 33,91 
der Miinchener | 
Hochebene 


Tabelle Il. 


Ergebnis der chemischen Bodenuntersuchung. 








Gesamtnahrstoffe im heiBen — Pah) 
konz. HCl-Auszug Neubauer-Zahl 
Bodenart N 
P20; | K2O CaO MgO P.O; K,0 
06 0/9 0), O/5 0/5 mg mg 
Niederterrassen- 


schotterboden |p sig 0,112 0.985 2,560 0,582/ 5,11 1893 705 — 
der Minchener | 
Hochebene 


Das Jodabspaltungsvermégen dieses Bodens war Null. Der Jod- 
gehalt betrug 60 y-°, im HCl-Auszug. 


0 
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d) Die Versuchspflanzen. 

Zu den Versuchen wurden analog wie in den erwahnten friiheren Ver- 
suchen die vier Hauptgetreidearten Weizen, Roggen, Gerste und Hafer 
herangezogen. Bei beiden Versuchsreihen wurden jeweils die gleichen 
Sorten zum Anbau gebracht, ausgenommen die Versuche zu Gerste, welche 
im Jahre 1928 mit Wintergerste, im Jahre 1929 mit Sommergerste zur 
Durchfiihrung gelangten. Das Saatgut wurde vor Gebrauch nach GréBe 
sortiert und hiervon nur die erste Sorte verwendet. Je Schale wurden 
50 bzw. 100 vorher mit Uspulun gebeizte Kérner ausgelegt. Die Sorten 
sowie die Ergebnisse der Keimpriifung sind aus Tabelle Il] zu entnehmen. 


Tabelle Ill. 


Ergebnisse der Keimpriifungen. 





Keimfathigkeit 


Nr Getreideart Sorte nach 10 Tage 
0 

1 Winterweizen Weihenstephaner Dietrich Original 98 

2 Winterroggen Karlshulder Original 99 

3 Wintergerste Weihenstephaner FE. 11. III. 99 

4 Sommergerste Lauinger Bachtal F 4 Original 98 

5 Hafer Weihenstephaner Goten, Original 90 


II. Verlauf der einzelnen Versuche. 

Samtliche Versuche erfuhren die nachstehend beschriebene Behandlung, 
weshalb diese vorweg angefiihrt sei. Die vier Einzelveysuche wurden immer 
gleichzeitig angesetzt und hinsichtlich Diingung, Saat, Bewésserung mit 
absolut jodfreiem destillierten Wasser und Pflege vollkommen gleich- 
heitlich behandelt. Die Ernte der vier Einzelversuche' erfolgte innerhalb 
kiirzerer Zeitabschnitte: als Erntegewicht wurde das der Griinmasse fest- 
gestellt. Die Reaktion des Bodens wurde bei dem Versuch mit den Jod 
verbindungen des Kaliums vor Beigabe der Versuchsdiingung, also nach 
Verabfolgung der Grunddiingung, sowie nach Beendigung des Versuchs, 
hierbei die einzelnen Diingungsarten getrennt, festgestellt. 


l. Die Versuche mit Jodverbindungen des Kaliums. 

Die Versuche wurden am 18. Februar 1928 angesetzt. Das Erdgewicht 
je Schale betrug 330g. Die Schalen wurden durch ein in der Mitte der 
Schale eingesetztes Réhrchen bewassert. Die Bewasserung erfolgte mit 
absolut jodfreiem destillierten Wasser. und es wurden waihrend der ganzen 
Dauer des Versuchs je Schale bei Roggen und Gerste 160 ccm, bei Weizen 
und Hafer 220 cem bendétigt. 

Von den Vegetationsbeobachtungen sind als bemerkenswert fest- 
zuhalten : 

Winterweizen. Der Auflauf erfolgte in der Zeit vom 23. bis 26. Februar 
1928. Er ging am besten bei Grunddiingung und den niedrigen Jodgaben 
von 0,3 bis 0,003 mg vor sich, die iibrigen héheren Jodgaben zeigten mit 
Zunahme der Menge eine Verzégerung. Am deutlichsten kam dies bei der 
KJ-Reihe zum Ausdruck, wahrend bei der K.JO,- und besonders bei der 
KJO,-Reihe diese Differenzierung wesentlich geringer war und bei einer 
Gabe von 30mg Jod je GefiB sehr deutlich wahrnehmbar wurde. Die 
weitere Entwicklung des Versuchs zeigte bei guter Ubereinstimmung det 
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KontrollgefaBe das gleiche Bild wie bei der Keimung. Die Anzahl der 
Pflanzen je GefaB8 erfuhr durch die Joddiingung keine Verminderung. 
Ab 29. Februar konnte beobachtet werden, daB die hohen Jodgaben in 
Form von KJ den schlechtesten Stand hatten, bedeutend besser standen 
die Pflanzen der GeféBe mit den entsprechenden Jodgaben in Form von 
KJO, und KJO,. Die Wirkung der niedrigen KJ-Gaben muBte als eine 
bessere gegeniiber jJener der entsprechenden Menge der KJ O,-Reihe fest- 
gestellt werden; am besten war die der niedrigen KJO,-Gaben.  Ver- 
farbungen waren an den einzelnen Diingungsarten nicht zu beobachten. 
Das Auftreten der Guttation verdient festgehalten zu werden. Es konnte 
bei Grunddiingung nur in verschwindend geringem Mae wahrgenommen 
werden, in geringer Starke bei der KJ-Reihe, am staéarksten bei KJO, 
und besonders bei KJO,. Im weiteren Verlauf des Versuchs begannen sich 
diese Unterschiede mehr und mehr auszugleichen. Ernte am 5. Marz 1928. 

Winterroggen. Auflauf in der Zeit vom 23. bis 25. Februar 1928. Die 
Ubereinstimmung der Kontrollschalen war hier von Anfang an mit Ausnahme 
der GefaiBe mit 0.3 mg J als K JO, eine sehr gute. Bei der Keimung selbst 
war bei den verschiedenen Jodverbindungen und Jodmengen nicht die 
gleiche Differenzierung wie beim Weizen festzustellen. Auf den Keimungs- 
verlauf hemmend wirkte die Gabe von 30 mg J als K J, wahrend die tibrigen 
Jodgaben als KJ keinerlei schadigenden EinfluB auszuiiben vermochten. 
Die héchsten Jodgaben als K JO, und besonders als K J O, wirkten in kaum 
wahrnehmbarer Weise keimungsverzégernd, die Pflanzen der iibrigen 
Gaben dieser Reihen lieBen keinerlei Unterschiede im Keimungsverlauf 
gegeniiber Grunddiingung erkennen. Die weiteren Beobachtungen an dieser 
sehr frohwiichsigen Frucht bestatigten die friiheren Feststellungen; Farb- 
unterschiede konntén nicht bemerkt werden. Bei der KJO,- und KJ O,- 
Reihe wurde Guttation festgestellt, nicht dagegen bei der KJ-Reihe und 
bei Grunddiingung. Der Versuch wurde am 29. Februar photographiert 
und am 5. Marz 1928 geerntet. 

Wintergerste. Im Gegensatz zu den bisher geschilderten Versuchen 
sind hier die Unterschiede bei dem am 23. Februar einsetzenden und am 
24. Februar beendeten Auflauf nicht so stark, jedoch hinsichtlich der 
einzelnen Versuchsdiingungen besser abgestuft. Ein keimungshemmender 
Einflu8 wurde besonders bei den Gaben von 30 und 3 mg J als KJ, etwas 
geringer bei KJO, und KJO, festgestellt. Der EinfluB auBerte sich im 
langsamen Anfangswachstum der Pflanzen, ohne deren Habitus zu ver- 
aindern. Bei weiterem Wachstum der sich unter sehr guter Ubereinstimmung 
der KontrollgefaBe entwickelnden Gerste blieben diese Unterschiede im 
Héhenwachstum, besonders bei der K J-Reihe, bestehen, wahrend sie bei 
KJO, und K JO, sich mehr und mehr ausglichen. <Auffallig ist der gegen 
Ende Februar bemerkbare schwachere Stand der Gaben von 0,03 und 
0,003 mg J als KJO,. Guttation war bei siémtlichen GefaéBen ohne Unter- 
schiede in den Diingungsarten festzustellen. Die Pflanzen der KJ O,- und 
KJO,-Reihe zeigten einen etwas helleren Farbton als jene von Grund- 
diingung und der KJ-Reihe. Aufnahme des Versuchs am 29. Februar, 
Ernte am 2. Marz 1928. 

Hafer. Die am 23. Februar einsetzende Keimung léBt bei dieser Frucht- 
art auBerordentliche Unterschiede feststellen. Grunddiingung ohne Jod 
ist sehr gleichm&Big aufgelaufen. Bei den einzelnen Joddiingungsarten 
ist zunaéchst bei der KJ-Reihe festzuhalten, daB bei der héchsten Jodgabe 
von 30 mg in dieser Form von 50 ausgelegten Kérnern nur 32 zur Keimung 
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Tabelle V. 


Ergebnisse der Reaktionsmessungen (pH) beim Niederterrassenschotterboden. 





Weizen Hafer Gerste Roggen 
Nr Diingungsart 

Pu PH PH PH 
1 Grunddingung : pies 6,79 6,76 6,83 7,06 
9 30 mgJals KJ . 6,64 6.85 6,82 7,02 
3 3 aS ae ae 6,93 6.65 6.83 7,00 
4 --.-2 «x ee % 6,79 6,74 6,79 7,06 
5 ‘ + O66 . 3 ,« KSI . 6,75 6,68 6.84 7,01 
6 “ 0,003, J KZ . 6,85 6,75 6,79 6,89 
7 ‘ + 30 sa KJOs 6,87 6,66 6,79 6,79 
8 % + § » J , KIO; 6,84 6,59 6,83 6,85 
9 08 , JF , KIO, 6,77 6,57 6,80 6,91 
10 + 0,08 , J KJO, 6,64 6,79 6,74 6,89 
11 " + 0,003, J KJ Os 6,76 6,64 6,69 7,05 
12 “ +. 80 a a KJO, 6,77 6,71 6,84 6,97 
13 5 + 3 oe « BeOy 6,78 6,83 6,85 6,90 
14 ‘ Of . 2 » BeQ, 6,76 6,74 6,92 6,85 
15 a + 0,08 , J , KIO, 6,73 6,78 6,82 6,82 
16 a + 0,003, J , KJO, 6,72 6,69 6,80 6,88 


gelangten. Die Keimlinge waren stark verkiimmert und ohne Triebkraft. 
Die folgenden Schalen zeigten einen mit abnehmender Jod- bzw. KJ-Gabe 
sich verbessernden Stand, die Anzahl der auflaufenden Pflanzen wurde 
nicht vermindert. Nicht so stark war die Beeinflussung des Auflaufs bei 
der KJ 0O,- und KJO,-Reihe. Hier liefen im Vergleich mit Grunddiingung 
simtliche Pflanzen auf, bei den Gaben von 30 und 3mg J als K JO, und 
30mg J als KJO, war deutlich die Keimungshemmung zu beobachten, 
wahrend die Pflanzen der iibrigen Diingungsarten dieser beiden Reihen 
ohne St6rung zum Auflauf gelangten. Die weitere Entwicklung des Hafers 
volizog sich unter den geschilderten Umstanden; festgehalten muB noch 
werden, daB die schadliche Wirkung der beiden héchsten KJ-Gaben keine 
Veranderung erfuhr, waéhrend die iibrigen Diingungsarten, besonders bei 


der KJO,;-Reihe, immer mehr und mehr aufholten. Die Pflanzen der 
K JO,- und KJ O,-Reihen zeigen schwache Guttation, bei KJ und Grund- 
diingung ist diese kaum nennenswert. Der Farbton der Pflanzen von 


Grunddiingung und KJ war gleich, KJO, ist etwas heller, wahrend die 
Pflanzen von K JO, eine dunkle, schmutziggriine Farbe aufwiesen. Dieser 
Versuch wurde am 29. Februar photographiert. Die Ernte erfolgte am 
5. Marz 1928. 

Die Ernteergebnisse der vier Versuche, ausgedriickt in Gramm Griin- 
masse je GeféiB, sind in Tabelle IV niedergelegt, die graphischen Dar- 
stellungen der Ertraige zeigen die Abb. 1 bis 4*. 

Die Untersuchungen der Reaktion des Versuchsbodens, die vor und 
nach dem Versuch durchgefiihrt wurden, sind in Tabelle V aufgezeichnet. 
Die pu-Werte wurden elektrometrisch im KCl-Auszug bestimmt. Wie 
die gefundenen Zahlen zeigen, wurde die Bodenreaktion durch die ver- 
schiedene Joddiingung nur ganz unwesentlich beeinfluBt. 


* Die Abbildungen und Kurven befinden sich am Schlu8 der Arbeit 
im Abschnitt IV. 
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Befund. 


Die Versuche auf diesem Boden lieBen hinsichtlich der Beeinflussung 
der Keimung und der weiteren Entwicklung der Keimpflanzen durch- 
gehend erkennen, daB die hohen Gaben von 30 bzw. 3 mg Jod je GefaB 
eine stark hemmende Wirkung ausiiben. Am auffilligsten war dies 
bei der Jodgabe in Form von KJ festzustellen, mit Abstand geringer 
bei KJ O, und KJ Oy,. Von den vier Versuchspflanzen kann hinsichtlich 
ihres Verhaltens gegen Jod in diesen Mengen und auf diesem Boden 
folgende Reihenfolge von hoher zu geringerer Empfindlichkeit auf- 
gestellt werden: 1. Hafer, 2. Weizen, 3. Roggen, 4. Gerste. Die Ernte- 
feststellungen der jungen Keimpflanzen erbrachten bei Winterweizen 
eine starke Ertragsdepression durch die Gabe von 30mg J als KJ 
und eine schwachere durch 3mg J als KJ, die tibrigen K J-Mengen 
brachten ungefaihr die gleichen Ertrige wie die Grunddiingung. Die 
Ernteertrige der KJO,-Reihe zeigten, abgesehen von der geringen 
Senkung durch die héchste Gabe, eine leicht ansteigende Tendenz. 
Bei der K J O,-Reihe wurde der Ernteertrag durch die héchste Jodgabe 
am wenigsten beeinfluBt, die iibrigen Ertrage hielten sich fast auf 
gleicher Héhe wie Grunddiingung. Ahnliche Verhialtnisse liegen beim 
Winterrogen vor, die Ertragssenkung durch die héchsten Jodgaben ist 
im Vergleich zu jener bei Weizen als etwas geringer zu bezeichnen. 
Die iibrigen Gaben brachten ungefihr die gleichen Mengen an Griin- 
masse als die Diingung ohne Jod. Bei Wintergerste hat das Jod am 
wenigsten schadlich gewirkt. In der KJ-Reihe brachte die héchste 
Jodgabe eine Ertragssenkung, die iibrigen Diingungsarten zeigten 
gleiches Verhalten wie die Grunddiingung, was bei der KJ O,-Reihe 
durchweg der Fall ist. Bei der KJ O,-Reihe sind auffalligerweise die 
Ertrige der héchsten Joddiingungsarten nicht beeinfluBt worden, 
wahrend die Gaben von 0,03 und 0,003 mg Jod eine geringe Ertrags- 
minderung hervorriefen. Hafer war am empfindlichsten gegen hohe 
Jodgaben, insbesondere gegen Jodid- und Jodation, am wenigsten gegen 
Perjodation. 


2. Die Versuche mit Jodverbindungen des Natriums und mit 
elementarem Jod. 


Die Versuche wurden am 26. November 1929 angesetzt und in der 
Kaltabteilung des Gewachshauses aufgestellt. Das Erdgewicht je Schale 
betrug 500g. Die Bewédasserung erfolgte durch ein in die Mitte der Schale 
eingesetztes Glasréhrchen. Wahrend der ganzen Dauer des Versuchs 
wurden bei Winterweizen, Gerste und Hafer 275 ccm, bei Winterroggen 
325 cem jodfreies, destilliertes Wasser je Schale bendtigt. 

Von den Vegetationsbeobachtungen verdienen festgehalten zu werden: 

Winterweizen. Der Weizen lief am 30. November gleichmaBig auf. 
Die Keimung ging am besten bei Grunddiingung und den Jodgaben von 


Biochemische Zeitschrift Band 239. 5 








82 K. Scharrer u. W. Schropp: 


3 bis 0,003 mg vor sich, bei der Jodgabe von 30 mg war eine gewisse Ver- 
zogerung festzustellen, die bei der Jodgabe in Form von NaJ_ besonders 
deutlich war. Die Zahl der aufgelaufenen Pflanzen je Schale erfuhr bei 
keiner Diingungsart eine Verminderung. Im weiteren Verlauf des Wachs- 
tums konnte beobachtet werden, daB die Jodgaben von 0,003 und 0,03 mg 
eine stimulierende Wirkung ausiibten. Von den Jodverbindungen waren 
hier NaJOy,, elementares Jod und NaJO, besser als NaJ. Eine etwas 
geringere Wirkung zeigte die Gabe von 0,3 mg Jod, wobei NaJO, und 
NaJO, besser als elementares Jod und NaJ waren. Der Pflanzenbestand 
der Jodgabe von 3mg war bei NaJO, und NaJO, etwas besser als der 
von Grunddiingung, bei elementarem Jod gleich mit dieser, waihrend bei 
NaJ eine Schadigung festzustellen war. Die Gabe von 30 mg Jod hat sich 
in Form von NaJ als besonders nachteilig erwiesen, weniger stark bei 
NaJO,, am wenigsten bei NaJO,. Die Gabe von 7,5 mg Jod als elementares 
Jod wirkte gleichfalls wachstumshemmend. Die photographische Aufnahme 
des Versuchs (Abb. 5 bis 8) erfolgte am 4. Dezember, die Ernte am 
9. Dezember 1929. 

Winterroggen. Auflauf am 29. November. Die Keimung erfolgte gleich- 
maBig mit Ausnahme der Diingungsart Grunddiingung 0.3mg Jod als 
NaJ. Weder bei der Keimung noch in der weiteren Entwicklung waren 
bei dem raschwiichsigen Roggen groBe Unterschiede innerhalb der einzelnen 
Diingungsarten festzustellen. Wachstumshemmend wirkten die Gaben 
von 30 mg Jod von NaJ sowie die Gaben von 7,5 mg und auffallenderweise 
auch von 0,003 mg Jod in Form von elementarem Jod. Die iibrigen Gaben 
zeigten keinen nachteiligen EinfluB, die Pflanzen mit NaJ sind jenen von 
Grunddiingung gleichzustellen, waihrend die Pflanzenbestaénde mit elemen- 
tarem Jod, NaJO, und besonders NaJO, ein freudigeres Wachstum 
erkennen lieBen. Bei der Reihe mit NaJO, war die geringste Jodgabe 
(0,003 mg J) gegeniiber den héheren Joddosen zuriick. Der Versuch wurde 
am 4. Dezember im Bilde festgehalten (Abb. 9 bis 12). Die Ernte wurde 
am 9%. Dezember 1929 vorgenommen. 

Sommergerste. Die Gerste lief am 30. November auf. Keimungs- 
schaden wurden bei den Gaben von 30 mg Jod als NaJ und 7,5 mg Jod 
als elementares Jod beobachtet. Bei diesen Diingungsarten keimten nur 
93 bzw. 92 Korner auf. Im einzelnen konnten bei den verschiedenen Reihen 
folzende Unterschiede wahrgenommen werden. In der NaJ-Reihe wirkten 
die Jodgaben von 30 und 3 mg J stark wachstumshemmend. In geringerem 
MaBe war dies auch bei der Dosis von 0,003 mg der Fall. Der Pflanzen- 
bestand der tibrigen Gaben war gleich dem von Grunddiingung, wobei 
die Gabe von 0,3 mg besser zu bewerten war. Bei den Jodgaben in Form 
von NaJO, ist eine éhnliche Beeinflussung festzustellen, jedoch nicht in 
diesem Ausmafi. Die Gabe von 0,003 mg J hat hier nachteiliger gewirkt 
als die Gabe von 3 mg. Bei der NaJ O,-Reihe war bei keiner Jodgabe eine 
nachteilige Einwirkung im Vergleich mit Grunddiingung zu ersehen. Inner- 
halb dieser Reihe zeigte die Gabe von 0,03 mg den besten Stand. In der 
Reihe mit elementarem Jod hat die héchste Gabe mit 7,5 mg das Wachstum 
stark gehemmt, etwas geringer war die Hemmung bei 3 mg, die tibrigen 
Gaben sind der Grunddiingung gleichzusetzen bzw. stehen etwas besser 
als diese. Die photographische Aufnahme des Versuchs (Abb. 13 bis 16) 
fand am 4. Dezember statt, die Beerntung am 9. Dezember 1929. 


Hafer. Die Keimung dieser Frucht begann am 30. November. Bei 
den Diingungsarten mit 30 mg J als NaJ und 7,5 mg J als elementares Jod 
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wurde der Keimungsanfang um 2 Tage verzégert. Im Gegensatz zu den 
ubrigen Versuchspflanzen zeigte der weitere Wachstumsverlauf des Hafers 
die gréBten Unterschiede. Bei der NaJ-Reihe sind die Gaben von 0,003 
und 0,03 mg J hinsichtlich ihrer Entwicklung der Grunddiingung gleich- 
zusetzen. Die tibrigen Gaben wirkten entsprechend ihrer Konzentration 
sehr stark wachstumshemmend. Bei den Gaben von 30 und 3mg J ent- 
wickelten sich nur 64 bzw. 86 Pflanzen. Bei der NaJO,-Reihe beeinfluBten 
die Gaben von 30 und 3mg J das Wachstum in ahnlicher Weise, jedoch 
nicht so stark wie bei der NaJ-Reihe. Der Pflanzenbestand bei den iibrigen 
Gaben ist gleich dem von Grunddiingung. Wesentlich geringer ist nur die 
Wachstumshemmung bei der NaJO,-Reihe, hier wirkte fast nur die Gabe 
von 30mg J nachteilig. Bei der Reihe mit elementarem Jod riefen die 
beiden héchsten Gaben (3 und 7,5 mg J) aéhnliche Schadigungen hervor 
wie bei der NaJ-Reihe. Die tibrigen Gaben iibten keinen nachteiligen 
EinfluB8 aus. Die Abb. 17 bis 20 zeigen den Versuch nach dem Stande vom 
4. Dezember. Die Ernte erfolgte am 9. Dezember 1929. 

Die Ernteergebnisse der vier Versuche, ausgedriickt in Gramm Griin- 
masse je GefaiB, sind in Tabelle VI niedergelegt, die graphischen Dar- 
stellungen der Ertrage zeigen die Abb. 21 bis 24. 


Befund. 

Die Versuche lieBen hinsichtlich der Beeinflussung der Keimung 
und der weiteren Entwicklung der Keimpflanzen erkennen, daB die 
hohen Gaben von 30 bzw. 7,5 mg Jod je GefaiB eine stark hemmende 
Wirkung ausiibten. Am ‘auffalligsten war dies bei der Jodgabe in 
Form ‘von NaJ und elementarem Jod festzustellen, mit Abstand ge- 
ringer bei Na JO;, wahrend bei NaJO, nur Hafer geschadigt wurde. 
Von den Versuchspflanzen kann hinsichtlich ihres Verhaltens gegen 
Jod in diesen Mengen und auf diesem Boden folgende Reihenfolge von 
hoher zu geringerer Empfindlichkeit aufgestellt werden: 1. Hafer, 
2. Gerste, 3. Weizen, 4. Roggen. Die Ernte der jungen Keimpflanzen 
ergah bei Winterweizen eine starke Ertragsdepression durch die Gaben 
von 30 mg J als NaJ und NaJO,, 7,5 mg J als elementares Jod und 
3mg J als NaJ. Die Ertrage der iibrigen Jodmengen und Jodverbin- 
dungen liegen mit Ausnahme der Ernte bei 3 mg J als elementares Jod 
durchweg tiber Grunddiingung, besonders bei Na JO, und NaJ Os. 
Bei Winterroggen sind Ertragssenkungen durch die héchsten Jodgaben 
nur bei NaJ und elementarem Jod zu beobachten, und zwar in weitaus 
geringerem MaBe als bei Weizen. Die iibrigen Gaben brachten ungefaihr 
die gleichen Mengen an Griinmasse als Grunddiingung. Die Gabe von 
0,003 mg J als Na JO, blieb auffallig zuriick. Im ganzen genommen hat 
sich Roggen als am wenigsten empfindlich erwiesen. Bei Sommergerste 
war bei den héchsten Jodgaben in Form von Na J eine Ertragssenkung 
zu beobachten, die iibrigen Diingungsarten zeigten gleiches Verhalten 
wie Grunddiingung. Bei der Na J O,-Reihe senkten 30 und 0,003 mg J 
die Ertrige, die iibrigen Gaben stehen etwas iiber Grunddiingung, was 
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bei der Na J O,-Reihe durchweg der Fall ist. Elementares Jod in der 
Gabe von 7,5 und 3mg je Schale erniedrigte die Ernteertrige, die 
iibrigen Dosen brachten etwas iiber Grunddiingung stehende Ertrage 
hervor. Hafer war am empfindlichsten gegen hohe Jodgaben, ins- 
besondere gegen NaJ und elementares Jod, weniger gegen Na J Ox, 
am wenigsten gegen Na J Oyj. 

Von allen in dieser Arbeit beriicksichtigten Pflanzen zeigte somit 
wiederum der Hafer die héchste Empfindlichkeit hinsichtlich Jod. Dies 
steht, wie schon bei friiherer Gelegenheit erwahnt worden ist!, in Cherein 
stimmung zu dem Hinweis von F. Merkenschlager*, dais der Hafer 
infolge seiner kiihlen, regenreichen Urheimat eine hohe Salzempfind- 
lichkeit besitzt. 


Ill. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Es wurden Untersuchungen iiber den EinfluB steigender Jodgaben 
in Form elementaren Jods in wasseriger L6sung und der Jodide, Jodate 
und Perjodate des Kaliums und Natriums auf die Keimung und die 
erste Jugendentwicklung von Weizen, Roggen, Gerste und Hafer auf 
Niederterrassenschotterboden durchgefiihrt. Hierbei konnte beobachtet 
werden: 

1. Hohe Jodgaben iibten ayf die Keimung der Pflanzen einen 
ungiinstigen EinfluB aus. Jodidion wirkte in dieser Hinsicht am 
schlechtesten, darauf folgte Jodation, waihrend Perjodation im all- 
gemeinen die geringsten Schadigungen ergab. Auf gleiche Jodgaben 
bezogen, wurden durch Kaliumjodid haufiger ungiinstigere Einfliisse 
auf das Pflanzenwachstum ausgeiibt als durch Natriumjodid. Elemen- 
tares Jod in wiasseriger Lésung ist in seiner Wirkung zwischen 
Jodid und Jodat einzureihen. Am empfindlichsten von den in den 
Versuch einbezogenen Pflanzen war der Hafer, darauf folgte Sommer- 
gerste, hierauf der Weizen und als am wenigsten empfindlich Winter- 
gerste und Roggen. 

2. Das weitere Wachstum der Versuchspflanzen zeigte ahnliche 
Verhiltnisse wie die bei der Keimung geschilderten. Hinsichtlich der 
schidlichen Wirkung sehr hoher Jodmengen war die Reihe zu beob- 
achten: K J >NaJ >elem. Jod >K JO, >NaJO,>KJO, > NaJ Oyj: 
beziiglich der Empfindlichkeit der Pflanzen: Hafer > Sommergerste 

- Weizen > Wintergerste > Roggen. 

3. Das Erntegewicht wurde durch die héchsten Jodgaben in Form 

von KJ, NaJ, elementarem Jod, K JO, und KJ Oy, bei samtlichen 


' K. Scharrer u. W. Schropp, diese Zeitschr. 236, 187, 1931. 
2 F. Merkenschlager, Tafeln zur vergleichenden Physiologie und Patho- 
logie der Kulturpflanzen. Berlin, Verlag O. Schlegel. 
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Versuchspflanzen, in Form von Na JO, bei Weizen, Gerste und Hafer, 
in Form von NaJ Oy, nur bei Hafer vermindert. Weitaus den starksten 
Ertragsriickgang bewirkten Jodidion und elementares Jod, den ge- 
ringsten Perjodation, wahrend Jodation in der Mitte steht. Was die 
geringeren Jodgaben anlangt, waren die Ernteertraige bei dem Versuch 
mit Kaliumjodid meist gleich der Grunddiingung, manchmal sogar 
etwas dariiber. Ahnliche Verhaltnisse waren bei elementarem Jod 
zu beobachten. Im Versuch mit den Natriumverbindungen waren 
die Ertrige bei den geringeren Jodgaben vielfach héher als Grund- 
diingung, besonders bei Na JO, und Na J Os. 

$. Durch die Joddiingung mit KJ, K.JO, und KJO, wurde die 
Reaktion des Niederterassenschotterbodens nicht merklich verdndert. 

5. Auch bei diesen Untersuchungen konnte in Ubereinstimmung 
mit dem Hinweis F. Merkenschlagers, da der Hafer eine hohe Salz- 
empfindlichkeit besitzt, aufs neue die grobe Empfindlichkeit des Hafers 


gegeniiber hohen Jodgaben festgestellt werden. 


IV. Anhang (Lichtbilder und Kurvyen), 
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Abb. 1. 
Winterweizen auf Niederterrassenschotterboden 
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Winterroggen auf Niederterrassenschotterboden. 
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Wintergerste auf Niederterrassenschotterboden 























Abb. 4. 





Hafer auf Niederterrassenschotterboden. 
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Abb. 5 


Winterweizen auf Niederterrassenschotterboden. Na J-Reihe 
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Abb. 7. Winterweizen auf Niederterrassenschotterboden, Na JO g-Reihe. 
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Abb. 8. Winterweizen auf Niederterrassenschotterboden. Element. Jod-Reihe 
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Abb. 9. Winterroggen auf Niederterrassenschotterboden. NaJ-Reihe 








Wirkung steigender Jodmengen auf die Keimung usw 
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Abb. 10 


Winterroggen auf Niederterrassenschotterboden. Na.JO,-Reihe 
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Abb. 11 


Winterroggen auf Niederterrassenschotterboden 
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Winterroggen auf Niederterrassenschotterboden. Element. .J-Reihe. 
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Sommergerste auf Niederterrassenschotterboden. NaJ-Reihe. 
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Abb. 15. Sommergerste auf Niederterrassenschotterboden Na JO, Reihe 








ohne Jod mg Jod 


Abb. 16. Sommergerste auf Niederterrassenschotterboden. Element. J-Reihe 
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Abb. 17. Hafer auf Niederterrassenschotterboden. Na J-Reihe 
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Abb. 18. Hafer auf Niederterrassenschotterboden. Na JO.-Reihe 
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Abb. 19. Hafer auf Niederterrassenschotterboden. Na JO -Reihe 
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Abb. 20. Hafer auf Niederterrassenschotterboden. Element. J-Reihe 
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Winterweizen auf Niederterrassenschotterboden 
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Sommergerste auf Niederterrassenschotterboden 
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Hafer auf Niederterrassenschotterboden 











Die Beeinflussung 
des Stoffwechsels der Tumoren mittels Fluornatrium. 


Von 


€. Sellei und J. Jany. 


(Aus dem Laboratorium der III. medizinischen Klinik der Kgl. Pazmany 
Péter-Universitét zu Budapest. ) 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der ,,Széchenyi‘'-Gesellschaft zur 
Férderung der Naturwissenschaften ausgefiihrt. 


(Eingegangen am 18. Juni 1931.) 


Nachdem es O. Warburg (1) gelungen ist, den Stoffwechseltypus 
normaler Gewebe durch Einwirkung der atmungshemmenden Blau- 
siure in den tumorartigen Stoffwechseltypus umzuwandeln, lag der 
Gedanke nahe, daB letzterer durch Einwirkung des glykosehemmenden 
Fluornatriums dem normalen Stoffwechsel ahnlich gemacht werden 
kénnte. 

Die girungshemmende Wirkung der FluBsdiure und ihrer Salze 
ist schon lange bekannt, auf ihre physiologische Bedeutung wurde 
bereits vielfach hingewiesen. 

In letzter Zeit fiihren B. Stuber und K. Lang (2) die Haémophilie auf 
den Gehalt des Blutes an Fluornatrium bzw. dessen gaérungshemmende 
Wirkung zuriick. Holmes und Ashford (8) finden, daB die Gaérung durch 
Fluornatrium stets gehemmt wird; die Atmung wird dagegen nur in glucose- 
haltiger, nicht aber in lactathaltiger Lésung aufgehoben. Die Unter- 
suchungen Ff’. Lipmanns iiber den Stoffwechsel von normalem Muskelgewebe 
fiihrten zu dem Ergebnis, da8 durch Fluornatrium die beiden energie- 
liefernden Prozesse der Zelle gehemmt werden, die Atmung jedoch in weit 
geringerem MaBe als die Glykolyse. In éhnlichem Sinne sind die Resultate 
der Untersuchungen W. Ewiqgs (4) ausgefallen: er fand némlich bei normalem 
Gewebe wie bei Tumorschnitten eine geringe Hemmung der Atmung 
und eine fast vollsténdige Hemmung der Glykolyse durch n/100 NaF. 
n/1000 NaF wurde fiir das normale Gewebe unwirksam gefunden. Bei 
Tumorgeweben verursacht dasselbe einen Abfall der Glykolyse um etwa 
30°, des urspriinglichen Wertes. n/10000 NaF -Lésung findet Ewig 
ganzlich unwirksam. 


Unsere Untersuchungen bezwecken vor allen Dingen die Feststellung 
dessen, ob das Fluornatrium tatsachlich nur in diesem Sinne zu wirken 


vermag, oder aber ob es in geeigneter Dosierung eine spezifische Wirkung 
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auf den Tumorstoffwechsel austiibt und bei Herabsetzung der Glykolyse 
die Atmung steigert. Wir untersuchen zunadchst zur Kontrolle die 
Wirkung des Fluornatriums auf den Stoffwechsel des normalen Nieren- 
gewebes, bzw. gesondert auf den Stoffwechsel der Rinde und des 
Markes. Diesbeziiglich hatten wir bereits mit L. Karczag (5) feststellen 
kénnen, dab das Rindengewebe typisch aeroben Charakter besitzt, 
wogegen das Markgewebe eine geringe Atmungstatigkeit und eine 
stirkere Glykolyse aufweist. 

Wir erhielten in unseren Versuchen mit NaF folgende Resultate: 


Tabelle I. 


Die Wirkung des NaF auf den Stoffwechsel der Nierenrinde. 





Benutzte Quotienten-Mittelwert nach 


Versuch Lisungen 
15 +) 45 60 
Locke A 18.6 13,8 — 12,1 10,4 9.9 6,5 
At “ n/l10 NafF* 6.8 7.9 5.4 1.5 3 1.8 
we n/100 NaF 11,3 7.9 6.3 49 —92 41 
i n/1000 NaF —- 15,4 10,7 93 - 7.0 7.8 6.8 
—_s | Locke G & 2514 29 0 0 0 0 
—— e n/l0O NaF 0 0 0 0 0 0 
Glykolyse | n/100 NaF ! 1.0 0 0 0 0) 0 
Locke G +. 103\)+ 9.3)+ 81)+4+ 48 0 () 
Anaerobe n/lO Nak 0 0 0 0 0 0 
Glykolyse n/100 Nak + 34 + 0,8 0 0 0 0 
| n/L000 NaF 103 + 5.6 4,2 Q 0 () 


* Unter n/10, n/100 usw. NaF verstehen wir zuckerhaltige Ringerlisungen fiir Atmung 
und Glykolyse, die mit soviel Natriumfluorid versetzt werden, da6 sie der gewiinschten Nor 
malitat entsprechen. 

In hohen Konzentrationen bis !,,9. Normalitét wird demnach 
die aerobe wie die anaerobe Glykolyse durch das Fluornatrium voll 
kommen unterdriickt, unter gleichzeitiger Hemmung der Atmung 
Die n/1000-Lésung bleibt nahezu vollstandig unwirksam. Atmung 
und Glykolyse werden durch diese in ganzlich untergeordnetem Mabe 
gehemmt. 

Der Stoffwechsel des Nierenmarkes wird durch Fluornatrium 
im ahnlichen Sinne beeinflubt wie der der Rinde. Starke Lésungen 
bis n/100 hemmen die Glykolyse und hemmen dabei auch die Atmung, 
die n/1000-Lésung iibt nur geringere Wirkung aus. Der Gesamtcharakte1 
des Stoffwechsels bleibt durch die n/1000-Lésung unbeeinfluBbt. 

Die Resultate stimmen mit denen Ewigs gut iiberein. Sie zeigen, 
daB die Wirkung des Fluornatriums auf den Stoffwechsel normaler 
Gewebe lediglich auf der Hemmung der Glykolyse beruht. Die Reaktion 
ist nicht besonders empfindlich, da namlich die n/1000-Lésung nur 


schwache Wirkungen hervorzurufen vermag. 
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Tabelle II. 


Die Wirkung des NaF auf den Stoffwechsel des Nierenmarkes. 





Quotienten-Mittelwert nach 


Versuch Benutzte Lisungen 
15’ 30° 45’ 60' 
| Locke A — 10,5 12.4 — 119 10,4 
At ” n/l0 NaF — 49 5,4 — 42 — 47 
Atmung | n/100 NaF i 8.4 7.9 an OS - 6.0 
n/1000 Nak 11,9 13.9 — Y1 8,0 
4 Locke G + 16,7 3.5 + 91 + 1,0 
— | nl0 Nak 0 0 0 0 
—— sl n/100 NaF + 38 | + 1,0 0 0 
Locke G + 32,2 + 20,4 + 21,7 + 19,8 
Anaerobe | n/l0 NaF 0 0 0 0 
Glykolyse | n/100 NaF + 4,8 + 3,4 0 0 
n/1000 Nak + 21,2 + 20,8 + 23.2 + 20,8 


Des weiteren méchten wir iiber unsere Stoffwechselversuche 
berichten, die in n/10 bis n/100 Fluornatriumlésungen mit Tumor- 
schnitten vorgenommen wurden. Die hierzu verwendeten Ratten- 
carcinome verdanken wir Herrn J. Putnoki (6), dem es gelungen ist, 
das Ehrlichsche Mausecarcinom mit Erfolg auf Ratten zu_ trans- 
plantieren. Die Tumoren zeigten eine groBe Wachstumsenergie, meta- 
stasierten aber nicht. , 

Tabelle III. 


Die Wirkung von n/J0 und n/100n NaF-Lésung auf den Tumorstoffwechsel. 





: Benutzte Quotienten-Mittelwert nach 
Versuch Lésungen is’ an’ rm any EE 90° 105" 120" 
| Locke A — 59- 4,1 5.1— 5,0 
Atmung ; n/10 NaF — 4,0 52'— 4,7\— 50 _ 
| n/100NaF -— 69 74— 40\— 46 
Anaerobe | Locke G + 47,8 + 40,6 + 19,7/+ 27,3 + 40,6 + 24,4 + 34,8 + 26,4 
Giebelves n/l0 NaF + 20 0O 0 0 0 0 0 0 
ilykolyse || 100NaF + 29 0, 0} 0] 0| 0| 0| 0 
need { Locke G + 31,1 + 24,2 + 34,3'+ 21,5) + 28,6 + 26,2 + 19,8 + 17,6 
Givkolvee }| 2/10 NaF ji+ 1,9) 0 0 0 0 0 0 0 
ilykolyse |) w100NaF |/+ 48) 0/ 0 | 0| o| 0| 0| 0 


Das Fluornatrium hemmt in beiden Konzentrationen die aerobe 
wie die anaerobe Glykolyse vollstandig. Die hemmende Wirkung 
der n/100-Lésung scheint hier noch starker zu sein als bei normalen 
Geweben. Es ist aber als eine auffallende Tatsache zu verzeichnen, 


daB die Atmung im Gegensatz zu dem normalen Gewebe unbeeinfluBt 
bleibt. 
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Die Wirkung der n/1000 Fluornatriumlésung auf den 
Tumorstoffwechsel, 


Die n/1000 Na F-Lésung, die wir bei normalen Geweben als nahezu 
vollstandig unwirksam gefunden haben, zeigt die Wirkung des Fluor- 
natriums auf den Tumorstoff wechsel am deutlichsten. In diesem Medium 
wird namlich die Atmung der Schnitte stark gesteigert, wogegen 
die Glykolyse in auffallend hohem MaBe herabgesetzt wird. In 
n/1000 Na F-Lésung wird also der typisch anaerobe Stoffwechsel des 
Tumorgewebes in den aeroben verwandelt. 


Tabelle IV. 


Stoffwechselquotienten des Rattencarcinoms in n/1000 Fluornatrium-lésung. 





. Zahl der Quotienten-Mittelwert nach 
Versuch Versuche r . —_ - 
15’ 30" 45’ 60’ iD 90 105’ 120 

Atmung 5 — 109 9,8 9,7 — 10,0 8,6— 87 8.4 7,2 
Anserobe {| 5 + 16,1 + 15,3 + 14,5 + 12,3 + 13,3 + 12,9 + 11,64 11,9 
Glykolyse | 

Aerobe | ‘ a: ' , = Bs . ‘ ‘ 

§ 383+ 8,2 8.2 + f 63+ 59+ 314+ 233 

Glykolyse | 3 13,3 2+ 82+ 7,54- 53 ), 1 } 


Wir berechneten auch die unter der Wirkung von Na F produzierten 
Warmemengen und ferner die beiden Quotienten W/W und We, /W 9, 
Durch diese beiden Quotienten kann namlich das stoff wechselchemische 
Verhalten eines Gewebes am eindeutigsten charakterisiert und an- 
schaulich beschrieben werden, worauf wir bereits an anderer Stelle 
hingewiesen haben (7). 

Tabelle V. 


Warmequotienten von Carcinomgewebe in n/1000 NaF-Lésung. 





Zei ac . Og , rNy . 
oe w X32, woe Wo Ww Wy De, we ch, W 0, 
Versuches 3 ’ ° %o ° 
15’ 84 70 523 593 13 16 
30' 80 43 470 513 8 17 
45’ 76 43 466 509 8 16 
60’ 64 39 480 519 7 13 
75’ 70 28 413 441 6 17 
90’ 67 31 418 449 7 16 
105’ 60 17 403 420 4 15 
120’ 62 12 346 358 3 18 


Die in der Tabelle enthaltenen Werte fiir VW ob, Wea, We und W 
sind samtlich durch 10000 zu dividieren, Diese sind naimlich der 
bequemen Ubersicht wegen mit 10000 multipliziert verzeichnet. 
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Die erhaltenen Quotienten sowie die Warmemengen stehen schon 
den entsprechenden Werten des Nierenmarkes naher als denjenigen 
des Tumorgewebes. Dies wird am deutlichsten, wenn man die ent- 
sprechenden Werte fiir Nierenrinde, Nierenmark, Tumorgewebe in 
Ringerlésung und Tumorgewebe in n/1l000 NaF nebeneinanderstellt. 





Wir wahlen fiir diese Zusammenstellung die Werte, die wir in der 
ersten Viertelstunde erhielten, weil der Energieumsatz in der ersten 
Viertelstunde maximal ist und die in diesem Stadium erhaltenen 
Werte besonders charakteristisch sind. 


Tabelle VI. 





: “Oe . ~No / 
Gewebe W Cbs NW Cb, Wo, w i cb, ww O2 Wo, 
Nierenrinde 52 21 845 866 24 6.1 
Nierenmark 131 74 504 578 13,0! 26,0! 
Tumorgewebe 216 153 288 441 35.0! 75,0! 
Tumorgewebe 
in n/1000 Nak 84 70 523 593 13.0! 16.0! 


Die Werte fiir Tumorgewebe in n/1000 NaF liegen denjenigen 
fiir Nierenmark ganz nahe, und somit glauben wir den Beweis erbracht 
zu haben, daB der charakteristische anaerobe Stoffwechsel von Tumor- 
geweben in n/1000 Fa N-Lésung dem normalen ahnlich geworden ist. 

Die n/10000 Na F-Lésung findet W. Ewig als ganzlich unwirksam, 
wir finden dagegen, wie atts nachstehender Tabelle zu entnehmen 
ist, daB die n/10000-Lésung denselben giinstigen Effekt hervorbringt 
wie die n/1000, jedoch nur in weit geringerem Mabe. 


Tabelle VII. 


Die Wirkung der n/10000 NaF-Lésung auf den Tumorstoffwechsel. 





Quotienten-Mittelwert nach 


Versuch Benutzte Lisung 
15’ 30° 45’ 60’ 

isieieads Locke A 4.8 - 4,4 — 34 — 46 
atmung | n/10000 NaF 6,0 5,6 4,8 5,4 

Aerobe Locke G +. 24.1 + 24,9 + 27,3 + 18,4 
Glykolyse n/10000 NaF + 12,9 + 11,8 + 13,7 + 12,6 
Anaerobe Locke G + 36.8 + 31,7 + 27.6 + 25,2 
Glykolyse n/10000 NaF + 31,8 + 23,6 + 26,8 + 20,0 


Zusammenfassung. 


Die Befunde von W. Ewig wurden an Nierenrinde- und Nieren- 
markschnitten, welche mit Hilfe der Warburgschen Methode unter- 
sucht wurden, soweit bestatigt, daB das Fluornatrium den Stoffwechsel 
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normaler Gewebe in dem Sinne beeinfluBt, daB bei wenig veranderter 


Atmung die Glykolyse herabgesetzt wird. Der Stoffwechsel von Car- 
cinomgewebe wird durch hohe Konzentrationen des Fluornatriums 
auf dieselbe Weise verdindert. Wahlt man dagegen  verdiinntere 
Lésungen, entsprechend ciner Normalitat von !/j999 bis 4/y9999, so wird 
bei herabgesetzter Glykolyse die Atmung erhéht, und der Tumorstoff 
wechsel gewinnt dadurch aeroben Charakter. Die beiden charakteristi- 
schen Warmequotienten WC? /W und Wz, W, des durch Fluor- 
natrium beeinfluBten Carcinomgewebes werden ebenfalls denjenigen 
normaler Gewebe ahnlich. 
Literatur, 
1) O. Warburg, K. Posener, E. Neqelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924 

2) B.Stuber u. C. Lang, Zeitschr. f. klin. Med. 118, H. 5/6. 3) F. Lipmann, 


diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 4) W. Ewig, Klin. Wochenschr., Jahrg. 8, 
S. 839. 5) L. Karezag, C. Sellei, J. Jany, Zeitschr. f. klin. Med. 114, 
Heft 4/5. 6) J. Putnoki, Magyar Orvosi Archivum V, 1930. 7) J. Jany 
u. C. Sellei, diese Zeitschr. 236, 348, 1931. — 8) E.G. Holmes u. C. A. Ashfora 
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Untersuchungen iiber den intermediiren Fettstoffwechsel 
bei Diabetikern und Leberkranken. 


Von 
Letterio Cannavo. 
(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik, Palermo.) 


{Eingegangen am 18. Juni 1931.) 


Wiewohl in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen neues 
Licht in die verwickelte Frage des intermediaéren Fettstoffwechsels 
gebracht haben, ist dieselbe noch immer nicht restlos geklart, und 
viele Annahmen sind rein theoretisch aus Oxydationsversuchen in vitro 
abgeleitet. 

Die mehrfach bestatigten Resultate der Versuche Dakins und seiner 
Mitarbeiter haben es wahrscheinlich gemacht, da der Organismus neben 
der gew6hnlich angenommenen f-Oxydation auch auf anderem Wege 
aliphatische Verbindungen abbauen kann: «-Oxydation, Dehydrogeni- 
sation usw. unter Bildung von Saéuren ohne Ketogruppe. Auf diese Weise 
wiirde z. B. die Bildung von Kohlenhydraten aus Fett zustandekommen 
kénnen!. Eine solche Mégiichkeit muB man sich jedesmal dann in der 
klinischen Praxis vergegenwartigen, wenn es sich darum handelt, durch 
eine genau ausgeglichene Diadt einer eventuellen Azidose vorzubeugen. 
Man mu8B daran denken, daB sich méglicherweise auBer den sogenannten 
Acetonk6érpern auch Séuren ohne Ketoncharakter bilden und eine azidotische 
Wirkung ausiiben kénnen, wie Milchséure, Ameisensiure, Apfelsaure, 
Bernsteinsaure. 

Ich habe mir deshalb vorgenommen, die Verainderungen des Saure- 
Basen-Gleichgewichtes zu verfolgen, welche méglicherweise bei Ver- 
abreichung verschiedener Fettsiuren mit gerader oder ungerader 
Anzahl von C-Atomen hervorgerufen werden kénnen, sowie die Be- 


' So kénnte nach Euler (diese Zeitschr. 164, 20, 1925) eine Form des 
Abbaues der Stearinséure folgendermaBen — erfolgen: | Stearinsaéure 
3 Triose (Tricarbonreste) + 3 Brenztraubensaure ; von der Brenztrauben- 
siure gelangt man zum Acetaldehyd, einem wichtigen Bestandteil des 
intermediairen Kohlenhydratstotfwechsels; vom Acetaldehyd aus weiter 


zum Traubenzucker. 
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ziehungen dieser Azidosen zur Ausscheidung von Acetonkérpern. 
Ebenso schien es mir in anbetracht der wichtigen Rolle, welche man 
gewohnlich der Leber bei der Ketodiarese beimiBt, notwendig, Ver- 
anderungen dieser Erscheinungen bei Leberkranken nachzugehen. Zu 
diesem Zwecke habe ich einigen an Diabetes mellitus oder Leber- 
krankheiten leidenden Patienten unserer Klinik verschiedene Sauren 





der aliphatischen Reihe verabreicht und die Wirkung dieser Substanzen 
auf das Saéure-Basen-Gleichgewicht sowie auf die Bildung von Aceton- 
kérpern untersucht. 

Die zu den Versuchen verwendeten Substanzen wurden mit dem 
Mittagessen verabreicht. Die Kranken standen seit einigen Tagen 
unter konstanter Kost, welche betreffs des Keton-Antiketon-Gleich- 
gewichts vollstandig ausgeglichen war. Vor der Verabreichung wurden 
die hauptsdchlichsten biochemischen Daten des Blutes genau fest- 
gestellt, sowie auch die tagliche mittlere Ausscheidung von Aceton- 
kérpern und Ammoniak. Nach Verabreichung der im Experiment 
zu priifenden Fettsiure wurde das Verhalten des Blutes verfolgt in 
bezug auf: 


1) die Alkalireserve (nach van Slyke); 
} 2) das pu des Serums (nach Cullen); 
3) die hauptsachlichen Kationen des Serums: Na, K’, Ca’, Mg” 
(nach Miiller fiir Na, Kramer und Tisdall fiir K und Ca, und Kalli- 
nikowa fiir Mg); 
, 4) das Anion Cl’ (Mikromethode von Bang nach der schon friiher von 


uns aagewandten Technik?; 
5) Zuckergehalt (nach Hagedorn und Jensen); 
6) den Gesamt-N und den Rest-N (nach A jeldahl und Mikro-Ajeldah/) ; 
7) die Ketonémie (nach van Slyke und Fitz). 
Das Verhalten des Harnes wurde verfolgt in bezug auf: 
1) das pu (nach Clark); 
| 2) die Ketonurie (nach Lublin); 
3) die Ammonurie (nach Liebiq). 
Es war mir nicht méglich, die Ausscheidung der Acetonkérper aus den 


Lungen zu erforschen. 


Die Resultate der angestellten Experimente sind folgende: 


Essigsiiure. 

Dieselbe ist zweifellos an dem intermediadren Fettstoffwechsel 
und wahrscheinlich auch an dem der Kohlenhydrate beteiligt. Die 
Zerlegung der héheren Fettsiuren durch £-Oxydation diirfte in det 
lat die Ursache eines betrachtlichen Gehalts an Essigsaure sein, indem 


1 L. Cannavd, Archivio di Farmacol. Sperim. e Scienze Affini 1929. 


— * 
‘ 














102 L. Cannavo: 


die beiden Glieder der Kohlenstoffkette sich auf dieser Oxydations- 
stufe trennen. 

Auf welche Weise nun die so entstandene Essigséure verarbeitet wird, 
dariiber bestehen noch keine sicheren Angaben. Nach einer Theorie von 
Knoop und Wieland gelangt man von 2 Mol. Essigséiure zur Bernsteinséure, 
von dieser mittels Oxydation zur Ketobernsteinséure; letztere kénnte zur 
Entstehung von Milchséure fiihren. Eine andere Art des Eingreifens der 
Essigséure in den Stoffwechsel der Kohlenhydrate kénnte auch durch 
Ubergang in Acetylderivate stattfinden. Die Resultate nach Verabreichung 
von Essigsaéure sind nicht eindeutig; die Versuche von Schotten (1) am Pferde 
ergaben, daB die Essigséure vollstandig verbrannt wird unter Bildung von 
CO, und H,O; Loeb (2) und Friedmann (3) lieBen Essigséure in der isolierten 
Leber zirkulieren und bemerkten, daB diese fahig ist, Acetessigsiure zu 
bilden. Dakin und Wakeman (4) beobachteten nach Verabreichung von 
essigsauren Salzen an Katzen Ausscheidung von Ameisenséure. 

In den hier vorliegenden Versuchen wurde die Essigsaéure in Form 
von Natrium-, Kalium- und Ammoniumsalz verabreicht. Die Re- 
sultate mit essigsaurem Natrium bei drei Patienten waren folgende: 
Keine wesentliche Verinderung der ges. Ketonurie in 24 Stunden, des 
pu im Harn und der Ammonurie; auch keine Verinderung der Alkali- 
reserve, des pa des Serums, noch der Ketonimie, der Elektrolyte, des 
Gesamt-N, des Rest-N und des Blutzuckergehalts. Ubereinstimmende 
Resultate wurden bei den drei oben erwahnten Kranken nach Ver- 
abreichung von 20g Kaliumacetat erzielt. Einem vierten Kranken, 
Diabetiker, wurden 20 g Ammoniumacetat mit dem gleichen Resultat 
verabreicht. 

Propionsaure. 

Bei den schon angefiihrten Untersuchungen von Dakin und Wakeman 
wurde bei Katzen nach der Injektion von Propionséure Ausscheidung von 
Ameisensiure beobachtet. Blum und Woringer (5) beobachteten am 
Kaninchen Ausscheidung von Brenztraubenséure und Milchséure. Im 
Licht erzielte Neuberg (6) Oxydation der Propionséiure zu Acetaldehyd, und 
Kline (7) beobachtete Bildung von Malonséiure durch Oxydation mit 
Perhydrol. 

Die Propionséiure wurde fiinf Patienten in Form von Natrium- 
propionat verabreicht. Drei der Kranken waren Diabetiker ; die beiden 
anderen waren Leberkranke; von diesen litt der eine an atrophischer 
Lebercirrhose mit hochgradigem Ascites, der andere an luetischer 
Hepatitis mit betrachtlicher Hepatomegalie. Die erhaltenen Resultate 
waren: leichte Steigerung der Ammonurie; unverandert blieb die 
Ketonurie; die Resultate der Blutuntersuchung ergaben eine leichte 
Verminderung der Alkalireserve drei Stunden nach Verabreichung 
der Saure, wihrend sowohl das pu des Serums, die Ketonimie, die 
Elektrolyte des Serums, als auch der Gesamt-N, der Rest-N und der 
Blutzuckergehalt unverandert blieben. 
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Buttersiure. 

Die Bildung von Ketonkérpern aus Butterséure wird allgemein 
angenommen. Ihre Oxydation zu Acetessigsiure, die sich nach der 
Knoopschen Theorie (8) ergibt, bildet die Grundlage neuerer ameri- 
kanischer Arbeiten iiber das Keton-Antiketon-Gleichgewicht (9). Im 
normalen intermediiren Fettstoffwechsel soll sich ihre Zerlegung 
iiber Butter- und Acetessigsiure in Essigsiéure vollziehen. Bei den 


r . . + . ° . 
Ketosen findet ein normaler Ubergang zur Acetessigsiure, jedoch 


keine weitere Verbrennung statt; letztere verwandelt sich dort in 
f-Oxybutterséiure und in Aceton. 

Die Versuche, aus Buttersiure Ketonkérper zu bilden, sind zahl- 
reich und ihre Resultate iibereinstimmend. 

Loeb (10) beobachtete nach Verabreichung von 56g Butterséure an 
einem Diabetiker Ausscheidung von 19,5 g /-Oxybuttersiure und 1,4 ¢ 
Aceton. Schwarz (11) bestatigte die Resultate von Loeb unter ahnlichen 
Versuchsbedingungen. Weitere Bestaétigungen brachten die Versuche von 
Baer und Blum (12) und die Versuche von Blum (13). Friedmann und 
Maase (14) beobachteten nach Zirkulation von Butterséure in der isolierten 
Leber starke Bildung von Acetonkérpern; zu ganz ahnlichen Resultaten 
gelangten Embden und Mitarbeiter (15) sowie Mochizuki (16) u.a. Nach 
subkutaner Injektion bei Katzen bemerkten Dakin und Wakeman ebenfalls 
Ausscheidung von Ameisensaure. 

In den folgenden Versuchen wurde die Butterséure in reiner Form 
gegeben, verriihrt in einer Tasse lauwarmen Wassers. Die verabfolgte 
Dosis schwankte zwischen 10 und 20 g. Diese Untersuchungen wurden 
an vier Kranken, namlich an drei Diabetikern und einem mit atro- 
phischer Lebercirrhose mit hochgradigem Ascites vorgenommen. Die 
erhaltenen Resultate waren folgende: 

Die Ketonurie stieg bis zu dem sechs- bis siebenfachen des Anfangs- 
wertes an; starke Steigerung der Ammonurie: entsprechende Ver- 
minderung der Alkalireserve, besonders 3 Stunden nach Verabreichung 
der Saure; leichte Verminderung des Serum-pu, Steigerung der Keton- 
aimie, Verminderung des Calcium- und Steigerung des Kaliumgehalts 
des Serums; keine Veranderung des Gesamt-N, des Rest-N und des 
Blutzuckergehalts. 

Isobuttersiiure. 

Uber den Abbau der Isobuttersiure oder Dimethylessigséure im Or- 
ganismus besteht eine sehr ausgedehnte Literatur. Aus den bereits ange- 
fiihrten Untersuchungen von Baer und Blum und von Blum ergibt sich, 
da8B die Isobutterséure sich nicht in Ketonkérper umwandelt. Sie verwandelt 
sich in d-Milchséure und tritt in die letzten Stufen des intermediéren 
Kohlenhydratstoffwechsels ein. 

Ich habe diese Saure zwei Diabetikern verabfolgt, verriihrt mit 
Wasser, mit Minzessenz aromatisiert. Die Resultate stimmen mit 
denen der oben angefiihrten Autoren iiberein: Keine Verdinderung 
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der Ketonurie, noch der Ammonurie, nur leichte Verminderung der 
Alkalireserve; das pu des Serums, die Ketonimie, der Elektrolyt- 
gehalt, der Gesamt-N, der Rest-N und der Blutzucker blieben un- 
verandert. 

Normale Valeriansiure. 

Die Resultate der alten Untersuchungen von Schwarz beweisen eine 
starke Umbildungsfahigkeit dieser Séure in Ketonkérper. Nach diesem 
Autor verursachte eine Gabe von 30g Na-Valerianat bei einem Diabetiker 
eine Ausscheidung von 18,5 g P-Oxybutterséure. 

Damit stehen die Angaben von Baer und Blum iiber Versuche an zwei 
Diabetikern in Widerspruch; nach Verabfolgung von 20g dieser Séure 
beobachteten sie keine Ketonurie. 

Wir verabreichten die Valeriansiure in reiner Form, verriihrt 
in. lauem Wasser, mit Minzessenz aromatisiert. 

Die Saure wurde vier Patienten verabfolgt. Zwei Kranke waren 
Diabetiker; ein Patient litt an atrophischer Lebercirrhose und einer 
an amdébischem LeberabszeB} mit Durchbruch in den Bronchialbaum. 
Die Resultate zeigten eine leichte Steigerung der Ketonimie und der 
Ammonurie:; die Alkalireserve war vermindert, am starksten nach 
3 Stunden: keine Verainderung des px des Serums, der Ketonimie, 
der Elektrolyte, des Gesamt-N, des Rest-N und des Blutzuckers. 


Isovaleriansiure. 

Theoretisch sollte diese Séure starker Umwandlung in Ketonkoérper 
unterliegen. Baer und Blum verzeichneten nach Verabreichung dieser 
Substanz an Diabetiker Ketonurie. Bawmgarten und Popper (18) beob- 
achteten dieselbe Erscheinung beim Hund nach Injektion. Emden und 
seine Mitarbeiter (19) (20), Friedmann und Maase (21) und andere erhielten 
aus dieser Séure bei Durchstr6mung der isolierten Leber Acetonk6érper. 

In meinen Versuchen wurde diese Saure drei Patienten verabreicht ; 
zwei ‘waren Diabetiker, der dritte Cirrhotiker mit vorgeschrittener 
Leberatrophie und hochgradigem Ascites. Die erhaltenen Resultate 
waren folgende: Steigerung der Ketonurie und der Ammonurie, Ver- 
minderung der Alkalireserve, Steigerung der Ketonaimie, keine Ver- 
anderung der Elektrolyte, des py des Serums, des Blutzuckers, des 
Rest-N und des Gesamt-N. 

Heptylsiure. 


Aus der mir zur Verfiigung stehenden Literatur war nicht er- 
sichtlich, ob die Umbildung dieser Saure in Ketonkérper gepriift worden 
ist. Ich habe sie einer Diabetikerin in der Dosis von 20 g verabreicht. 
Die Resultate waren folgende: kleine Steigerung der Ketonurie, Keton- 
amie und Ammonurie, Verminderung des pq des Harnes und der Alkali- 
reserve ; keine Veranderung der Elektrolyte, des Blutzuckers des Rest-N 


und des Gesamt-N. 














Intermediarer Fettstoffwechsel. 105 


Normale Capronsiiure. 


Nach Verabreichung von Natriumcapronat an einen Diabetiker be- 
merkte Schwarz Ausscheidung von ziemlichen Mengen /-Oxybutterséure. 
Die Umwandlung dieser Séure in Ketonkérper wurde von Blum und 
von Embden und Marz (22) bestatigt. Dakin und Wakeman beobachteten 
nach Injektion bei der Katze auch Ausscheidung von Ameisensiure. 


Ich habe diese Siure zweimal in Dosen von 10 ¢ verabfolgt. Der 
eine Patient litt an Diabetes, der andere an Myocarditis mit betracht- 
licher Stauungsleber. In beiden Fallen erwies sie sich als ketogen. 

Die Harnuntersuchung ergab: starke Steigerung der Ketonurie 
und Ammonurie; bei der Blutuntersuchung wurde festgestellt: leichte 
Verminderung der Alkalireserve, leichte Steigerung der Ketonamie, keine 
Veranderung der Elektrolyte, des Blutzuckers, des Rest-N und des 
Gesamt-N. 

Undeeylsiure. 

Ich konnte in der Literatur keine diesbeziiglichen Angaben iiber 
diese Saure finden und habe sie nur einmal verabreicht. Es handelte 
sich um einen schweren jugendlichen Diabetes. Ich verabreichte 15 g. 

Die Harnuntersuchung ergab: Leichte Steigerung der Ketonurie 
und der Ammonurie, leichte Verminderung des py des Harns. Die 
Blutuntersuchung zeigte: leichte Verminderung der Alkalireserve, 
leichte Steigerung der Ketonamie, keine Veranderung des px des Serums, 
der Elektrolyte und des Blutzuckers. 


Normale Palmitinsiure. 

Aus den oben angefiihrten Versuchen von Schwarz geht hervor, dab 
ihre Verabreichung beim Diabetiker reichliche Ausscheidung von Aceton- 
kérpern zur Folge hat. 

In den hier vorliegenden Versuchen wurde diese Saure fiinf Kranken 
gegeben; drei von ihnen waren Diabetiker, einer litt an: atrophischer 
Lebercirrhose, und einer an Leberlues mit betrachtlicher Hepatomegalie. 

Die Resultate dieser Versuche bestatigen die Ketonbildung dieser 
Saure: Zunahme der Ketonurie; Steigerung der Ammonurie und der 
Ketonimie, Verminderung der Alkalireserve, leichte Anderung des 
Kalium-Calcium-Gleichgewichts mit Steigerung des K: keine Ver- 
anderung weder der anderen Elektrolyte, noch des Blutzuckers, 
Gesamt-N, noch des Rest-N. 


Margarinsiure. 


Ich habe keine Angaben dariiber finden kénnen, ob diese Saure 
schon diesbeziiglich untersucht worden ist. Sie wurde von mir drei 
Diabetikern verabfolgt in Dosen von 20 g. Das Resultat war folgendes: 
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Steigerung der Ketonurie und der Ammonurie, Verminderung der 
Alkalireserve; keine Verinderung des px des Serums, der Ketonamie, 
des Blutzuckers, der Elektrolyte, des Rest- und des Gesamt-N. 


Normale Stearinsiure. 


Die Untersuchungen von Schwarz haben eine bemerkenswerte Keton- 
kérperbildung deutlich bewiesen. 


Diese Saiure wurde drei Diabetikern verabfolgt, und zwar mit 
folgendem Resultat: starke Steigerung der Ketonurie, Ketonimie, 
Ammonurie; Verminderung der Alkalireserve; keine Verainderung 
des pu des Serums, der Elektrolyte, des Rest- und Gesamt-N, des Blut- 
zuckers, 

Cerotinsiure. 


Diese Saure wurde in einem einmaligen Versuch (20 g) einer Dia- 
betikerin verabfolgt. Es zeigte sich eine leichte Steigerung der Keton- 
urie und der Ammonurie, leichte Veranderung des py des Harns. 
Alkalireserve 3 Stunden nach Verabreichung vermindert. 


Olsiure. 

Diese Saure wurde fiinf Patienten verabreicht; vier waren Dia- 
betiker, einer litt an atrophischer Lebercirrhose mit hochgradigem 
Ascites. Die verabfolgten Mengen schwankten zwischen 20 und 50 g. 
Die Wirkung war folgende: Die Ammonurie steigt stets; die Keton- 
urie und die Ketonamie hingegen zeigen kein regelmaBiges Verhalten: 
zweimal wurde eine starke Steigerung, dreimal starke Verminderung 
beobachtet. Die Alkalireserve war in allen Fallen vermehrt; keine 
Verinderung haben die Elektrolyte, der Stickstoff und der Blut- 
zucker gezeigt. 

Diskussion, 

Aus obigen Untersuchungen folgt : 


1. Betreffs der Bildung von Ketonkérpern zeigt sich im all- 
gemeinen ein verschiedenes Verhalten der Fettsaiuren mit gerader 
Zahl von Kohlenstoffatomen und der mit ungerader Zahl. Doch ist 
die Abgrenzung der beiden Kategorien nicht vollkommen deutlich; 
und man kann eine, wenn auch beschrankte, ketogene Wirkung (maBige 
Steigerung der Ketonimie und Ketonurie) nach Einnahme von Fett- 
siuren mit ungerader Zahl von C-Atomen (normale Valeriansaure, 
Heptylsaure) beobachten. 


Die merkliche Ketonkérperbildung der Margarinsaéure laBt sich 
erkliren, wenn man auf Grund der neueren Untersuchungen annimmt, 
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daB sie keine einheitliche Saure ist, sondern ein Gemisch der Saéuren 
Cy, und Cj¢. 

Betreffs der Isoséiuren ist die Tatsache interessant, daB die Iso- 
buttersaure in keiner Weise Ketokérper bildet, wihrend die [sovalerian- 
saure hierzu in merklich hGherem MaBe befahigt ist als die entsprechende 
normale Saure. Der eine sowie der andere Fall wird erklarlich, wenn 
man beim Betrachten ihrer Strukturformeln die méglichen Stufen 
des Oxydationsprozesses verfolgt: die Isobutterséure oder Dimethyl- 
essigsaure wird infolge metabolischer Prozesse wahrscheinlich in Milch- 
siure umgewandelt, eine mit Sicherheit azidotische, aber nicht ketogene 
Substanz. 

Die Isovaleriansiure hingegen wiirde sich in Butterséure um- 
wandeln (Lichtwitz): 


H 
(CH,),.CH.CH,.COOH —> CH,.CH.CH,.COOH 
Isovaleriansaure Buttersaure 


Die ungesattigte Olsiure hat in unseren Versuchen ein unregel- 
maBiges Verhalten gezeigt. Mehrmals erfolgte nach ihrer Verabreichung 
keine Ausscheidung von Acetonkérpern. Man kann in solchen Fallen 
annehmen, daB wahrend der metabolischen Prozesse die Doppel- 
bindung gespalten wird, und daB aus einem Molekiil Olsdiure zwei 
Molekiile entstehen, namlich ein Molekiil Pelargonsiure und ein 
Molekiil Acelainsiure, beide unpaar und folglich nicht ketogen. 

2. Was den EinfluB auf das Siéure-Basen-Gleichgewicht betrifft, 
so ist derselbe bei der Essigsiure auffallend gering, wihrend alle anderén 
untersuchten Sauren mehr oder weniger intensiv azidotisch sind. Der 
azidotische Zustand, der durch die Verabreichung von ketogenen 
Sauren hervorgerufen wird, erklart sich leicht, wenn man ihn den im 
Blute kreisenden Ketonséuren zuschreibt und ihn mit der Hyperketon- 
amie in Beziehung setzt, die nach Verabreichung dieser Substanzen 
auftritt. 

Bei den Sauren mit gar keiner oder sehr schwacher Bildung von 
Acetonkérpern kann die Azidose, welche stets weniger intensiv und 
andauernd ist als die der Ketoazidose, sowohl der Brenztraubensaure, 
als auch der Malonsaure und der Milchséure u. a. zugeschrieben werden, 
welche bei ihrer Zerlegung entstehen. 


Der geringe EinfluB der Essigsiure auf das Saure-Basen-Gleich- 
gewicht 14Bt in Ubereinstimmung mit den Resultaten von Pohl, 
Dakin u.a. vermuten, daB die Essigsiure praterminale Stoffwechsel 
produkte der Kohlenhydrate produziert (Glykolsiure, Glyoxylsaure, 
moéglicherweise auch Oxalsiure u.a.). Eine andere theoretische Még- 
lichkeit — ebenfalls in Uhereinstimmung mit den erwahnten Unter- 
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suchungen — ist der Ubergang der Essigsiure in Acetylderivate und 
nach der oben aufgestellten Hypothese — darauf folgendes Ein- 


treten in den intermediaren Stoffwechsel der Kohlenhydrate. 


3. Meine Versuche bestatigen das Bestehen einer Ketonurie bei 
Leberkranken. Diese Ausscheidung von Acetonkérpern mit dem Harn 
— obgleich diese Leberkranken simtlich unter einer Diat standen, 
die im Sinne des Keton-Antiketon-Gleichgewichts aquilibriert war 
wurde in allen Fallen beobachtet. Es ist somit eine alimentaire Ketonurie 
auszuschlieBen. 

Die neuesten Resultate der Untersuchungen von Snapper und 
seiner Schule weisen darauf kin, der Niere einen bedeutenden Anteil 
an der Ketogenese und Ketolyse zuzusprechen. Jedoch ergibt sich 
unzweifelhaft aus den friiheren Untersuchungen, namentlich von 
Embden und seiner Schule, ein betrachtlicher EinfluB der Leber auf 
die Entstehung und Zerlegung der Acetonkérper. Es scheint mir darum 
nicht gewagt, an der Annahme festzuhalten, daB die Ketonurie der 
Leberkranken ein Anzeichen der gestérten Leberfunktion ist. 


Zusammenfassung. 

Alle oder beinahe alle Fettséiuren der aliphatischen Reihe sind 
azidotisch. Umgekehrt sind alle Fettsiuren mit gerader Zahl von 
Kohlenstoffatomen intensiv ketogen. Die durch Zufuhr von ungeraden 
Sauren verursachte Azidose kann zuriickgefiihrt werden auf organische 
Sauren ohne Ketoncharakter, die. bei ihrem Abbau entstanden sind. 
Jedesmal, wenn nach Verabreichung von Fettséuren ein mehr oder 


: ° ° ‘ % ° ° PS . 
weniger intensiver Grad von Azidose entstand, wurde — in Uberein- 
stimmung mit den Beobachtungen vieler Azidosefille (Hesselbach, 
Oliver u. a.) auch eine mehr oder weniger betrachtliche Steigerung 


der Ammonurie beobachtet. 

Bei allen zur Untersuchung gelangten Leberkranken bestand ein 
leichter Grad von Ketonamie und Ketonurie, was als Ausdruck der 
herabgesetzten Funktion der Leberzellen und wahrscheinlich auch als 
ein nicht zu iibersehender Faktor bei der Entstehung der Azidose 


und des Coma hepaticum zu gelten hat. 
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Bestimmung der Eiweibzusammensetzung der Blutfliissigkeit. 


Von 


J. Vv. Daranyi und B. vy. Gézsy. 
(Aus dem hygienischen Institut der Universitat Szeged.) 


(Eingegangen am 19, Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
I. Teil. 

Kinleitung. Beschreibung des Untersuchungsverfabhrens (von J. vy. Daranyi). 

Sowohl die Neuentdeckung der Crusta phlogistica durch Fahrdus (1) 
in Form der Blutsenkungsreaktion (1912) als auch die sogenannten 
Labilitatsreaktionen haben die kolloidalen Eigenschaften der Blut- 
fliissigkeit in den Vordergrund des Interesses gestellt. Diese Reaktionen: 
Blutsenkung und Labilitét, haben nur Verschiebungen der Eiweib- 
zusamigensetzung des Blutes gezeigt. Man trachtete daher zahlen- 
maBige Angaben fiir die einzelnen Eiweibfraktionen der Blutfliissigkeit 
anzugeben und so das_ ,,EiweiBbild’’ zu bestimmen [Sachs und 
Octtingen (2), Frisch und Starlinger (3) usw]. Da die Labilitat in erster 
teihe von der Vermehrung der Globuline abhangt, suchte man besonders 
die Globuline quantitativ zu bestimmen [Reiss (4) und Rohrer (5), 
Robertson (6), Petschacher (7), Rusznydk (8) usw}. Diese Bestimmungen, 
besonders die mit dem Refraktometer oder Nephelometer, sind aber 
mit groBen Fehlerquellen verbunden. Auch das Bestimmen der N-Menge 
ist nicht verlaBlich, weil sie bei Albumin und Globulin verschieden ist. 
Auch die vor kurzem von Fischer (9) empfohlene Tryptophanbestimmung 
gibt nur approximative Werte. Die klassische gravimetrische Methode 
gibt zwar genaue Werte, doch ist sie zu umsténdlich und erfordert so 
groBe Blutmengen, dab ihre praktische Verwendung nicht in Frage 
kommen kann. Obzwar die Bestimmung der EiweiBfraktionen, da hierbei 
Mengen von mehr als 100 mg in Betracht kommen, kaum zur Mikro- 
chemie gerechnet werden kann, ist es eigentlich interessant, da® fiir 
deren einfache Bestimmung bisher keine zuverlassige Methode bekannt 
ist. Die Ursache hiervon liegt offenbar in der Natur der Kolloide. 
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Den Anforderungen, einfach und genau mit kleinen Blutmengen 
zu arbeiten, entsprach keine der erwahnten Methoden. Das als Standard- 
methode geltende gravimetrische Verfahren wiirde iiber allen Methoden 
stehen, wenn es zu einer Mikromethode umgestaltet werden kénnte, 
ohne etwas von seiner Genauigkeit zu verlieren. Von diesen Uber- 
legungen ausgehend, arbeite ich seit mehreren Jahren an einer praktisch 
leicht durchfiihrbaren, einfachen und mit kleinen Serummengen 
arbeitenden Methode zur Bestimmung der Eiweibfraktionen. Die 
Methode, die ich so ausgearbeitet habe, kénnte als ein umgekehrtes 
Bangsches Verfahren betrachtet werden. Man bestimmt nimlich nicht 
die gelésten, sondern die auf Papier fixierten Bestandteile. Das Prinzip 
des Verfahrens ist folgendes: Auf gewogene Filterpapiere mit Pipette 
genau abgemessene Serummengen werden nach leichter Trocknung 
in verschiedenen Ammoniumsulfatlésungen ausgezogen. Das auf dem 
Filterpapier zuriickbleibende Serum wird koaguliert, fixiert. Die 
Papiere werden nach dem Auswaschen getrocknet und neuerdings 
gewogen. Aus der Differenz berechnet man die Menge der Eiweib- 
fraktion. Mit einfachen Mitteln lassen sich Gesamteiwei}, Albumin, 
Globulin und vier Fraktionen bestimmen. Zur Bestimmung werden 
benotigt : 

1. 2 bis 244 cem klar zentrifugiertes, nicht mehr als 24 Stunden altes 
Blutserum. Blutiges oder triibes Serum ist nicht zu verwenden. Man 
kénnte natiirlich auch mit Plasma (Oxalat, Citratplasma) arbeiten. Ich 
kann es aber aus verschiedenen Griinden nicht empfehlen. Die Behandlung 
und Gewinnung des Plasmas ist schwieriger als die des Serums. Es klebt 
nicht fest genug an dem Filterpapier. Das Plasma ist in kolloidchemischer 
Hinsicht keine so stabile Fliissigkeit wie das Serum. 


2. Filterpapiere von 8cm Durchmesser. Am einfachsten ist die Ver- 
wendung von runden Filterpapierscheiben, deren Ausschneiden in jédem 
Papiergeschaéft maschinell ausgefiihrt werden kann. Nicht alle Filter- 


papiere sind hierzu geeignet. Sie mtissen diinn, absorptionsfahig und glatt- 
gepreBt sein. Von den zahlreichen ausprobierten Filterpapieren hat sich 
bei mir das folgende bewahrt: chemisch reines Schnellfilterpapier Nr. 6 MN, 
Format 45 x 45em (1000 Bogen 15 bis 17 kg), der Firma Gessner u. 
Kreuzig, Niederschlag bei Oberwiesenthal in Sachsen, Erzgebirge Vor 
dem Abwiegen untersuchen wir die Papiere, ob sie nicht fehlerhaft, ihre 
Rander durchwegs glatt und nicht ausgefranst sind. Andererseits miissen 
diese fehlerhaften Randstellen mit der Schere scharf abgeschnitten und 
so ausgeglichen werden. 


3. Lange, spitze, endléufige, 0,5 bis 1,0 cem in 0,01 cem geteilte sero 


logische Pipetten. Es werden immer nur 0,5 cem Serummengen abgemessen. 
Die Pipetten miissen tadellos sein, besonders diirfen sie an der Spitze keinen 
Bruch aufweisen. Die Spitze soll lang und gleichmaéBig sein. Die Pipette 
soll ein méglichst kleines Lumen haben, damit der kalibrierte Teil um so 
langer und so die Versuchsfehler geringer seien. Wegen der GleichmaBig- 
keit der Ergebnisse empfiehlt sich, zu Jedem Serum diese!be Pipette zu ver- 
wenden. Die Pipette muB vor Gebrauch ganz trocken sein. 
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4. Authangegestell (Abb. 2) mit herunter und einwarts hangenden 
verschiebbaren Klammern zum Trocknen der mit Serum beschickten 
Papiere. 

5. Wageglaschen, 6¢m hoch, 4 bis 5¢m innerer Durchmesser, 30 bis 
40 ¢ Gewicht (Abb. 2) mit eingeschliffenen Deckeln. Der eingeschliffene 
Teil soll wenigstens 1 em hoch und fest schlieBend sein, damit das darin 
befindliche Papier von auBen keine Feuchtigkeit aufnimmt. Bei der Unter- 
suchung der SchlieBgenauigkeit darf Ather-Alkohol zwischen dem Glaschen 
und Deckel nicht in das Glaschen flieBen. Die GefaBe miissen zeitweise 
mit Schwefel- und Chromséure gereinigt und mit destilliertem Wasser 
ausgespult werden. 

6. Petrischalen yon 10cm Durchmesser und 1,5¢m Seitenhdhe. 

7. Holzschachteln, jede fiir vier bis fiinf Petrischalen (s. Abb. 1), die 
auf solche Weise gleichzeitig bewegt werden kénnen. 





Abb. 1 


8. Nadel mit Holzgriff. Schere. Breiter Metallspatel zum Herausheben 
der Papiere aus den verschiedenen Lésungen (Abb. 2). Beim Heraus- 
heben aus den Lésungen kleben die Papiere an dem breiten Spatel. Metall- 
halter zum Fassen der Wageglischen (Abb. 1). 

9. Trockenschrank mit elektrischer Heizung. 

10. Analytische Schnellwaage mit Luftddmpfung, automatisch von 
auBen regulierbar, mit '/,,mg Genauigkeit (Abb. 1). Die gewdéhnliche 
analytische Waage ist tiberhaupt nicht brauchbar, weil in kurzer Zeit 
viele Wagungen ausgefiihrt werden miissen. Die Waage ist an einem sicheren, 
geschiitzten, gut belichteten Orte aufzustellen. 

11. MeBzylinder 1000, 100 und 25 cem. 

12. Ammoniumsulfatlésungen: 1. bei Zimmertemperatur geséttigte 
Lésung; 2. 60°, ig, 3. 46°, ig, 4. 36°, ig, bei 37°C gesattigte Lésungen. Die 
Lésungen stellt man folgendermaBen her: In eine groBe Flasche mit Gummi- 
verschlu8 nimmt man auf 1 kg Ammon. sulfur. pro analys. etwa 1,300 ccm 
saurefreies destilliertes Wasser. Die Flasche wird nun in einen 37° C-Ther- 
mostat gestellt und 2 bis 3 Tage lang zeitweise geschiittelt, so daB wir 
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eine bei dieser Temperatur gesaéttigte Lésung erhalten. Wir nehmen darum 
37°C, weil diese Temperatur im Laboratorium am leichtesten konstant 
zu erhalten ist. Dann wird im Thermostaten selbst filtriert. Von der 
warmen gesattigten Lésung werden in Mebzylindern 60-, 46-, 36° ig ge- 
sattigte Lésungen hergestellt (z. B. 360 cem geséttigte Lésung zu LOO 
wird 36°.ige Lésung ergeben). Lésung I ist eigentlich kalt geséttigt, so 
daB die filtrierte Lésung auf Zimmertemperatur einen Teil des Ammonium- 
sulfats abscheidet und sich dariiber die kalt gesattigte Loésung befindet. 
Die Ausscheidung des gesamten Eiweibes erfolgt schon mit der kalt ge- 
sattigten Lésung. Die bis 46°, gesattigte Lésung (aus der bei 37°C ge- 
sittigten Lésung hergestellt) entspricht ungefahr der friiheren Halb- 
sattigung (wo man zur Herstellung kalt geséttigte Lésung benutzte). Die 
Herstellung der Lésungen II bis IV erfolgt am besten im Thermostaten 
selbst. Trichter, MeBzylinder. destilliertes Wasser werden vorher auf 37° C 
erwarmt. Alle vier Lésungen kénnen in Flaschen mit GummiverschluB 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden. 


13. Fixierungsfliissigkeit: 100 g Sulfosalicylsaure zu 500 cem 1°/ igen 
Mercurichlorids in destilliertem Wasser (20°,ige Sulfosalicylsaure, 1° /giges 
Sublimat). Meine Erfahrung hat namlich gezeigt, daB Sublimat die Fixier- 
fahigkeit der Sulfosalicylsiure verstarkt. 


14. Destilliertes Wasser. 


15. Frisch bereitete physiologische NaCl-Lésung (aus 20°, iger halt- 
barer Loésung: 42,5 zu 1000 destillierten Wassers). 


16. Ca-Chlorid-hexahydrat (CaCl,, 6 H,O). 


Das Verfahren selbst gestaltet sich wie folgt: Von, fehlerlosen Filter- 
papierscheiben werden Serien aus 20 bzw. 40 fiir 4 bzw. 8 Sera gemeinsam 
behandelt. So viele Sera kénnen mit Leichtigkeit gleichzeitig aufgearbeitet 
werden. Die Papiere einer Serie diirfen nach vorausgehender orien- 
tierender Wagung keine Differenzen tiber 10mg haben. Wegen der 
stark hygroskopischen Eigenschaft der Filterpapiere miissen diese vor 
der Wagung vollkommen getrocknet werden. Zu diesem Zwecke werden 
die Scheiben zusammengefaltet (zu viert, wie beim Filtrieren) und je in 
ein offenes Wageglaschen gelegt (s. Abb. 2, das mittlere Glaschen mit dem 
Deckel). So werden dann die Papiere bei 100 bis 105°C im Heizschrank 
2% Stunden lang getrocknet, wodurch Gewichtskonstanz erreicht ist; 
dann werden die Deckel noch im Trockenschrank aufgesetzt. Hierauf 
die Wageglaschen nach dem Abkiihlen in einem Exsikkator mit Ca-Chlorid- 
hexahydrat auf der analytischen Waage abgewogen. Es empfiehlt sich, 
zwei, eventuell mehr Wagungen hintereinander vorzunehmen, bis sich gleiche 
Werte ergeben. Man mu8 die Wagung so vornehmen, dab die Abweichung 
immer in einer Richtung erfolgt, damit keine Korrektionen (sogenannte ~) 
nétig werden. Die Papiere werden dann aus den Glaschen herausgenommen. 
Man schreibt auf den Rand mit Bleistift das Gewicht und die Nummer 
des gebrauchten Glaschens. So kénnen die Papiere staubfrei (in Petrischale 
oder Papiertiite) lange Zeit aufbewahrt werden. Die Bleistiftanmerkungen 
bleiben auf den Papieren nach den verschiedenen chemischen Vorgangen 
unverandert stehen. Eine Papierserie ist immer hintereinander abzuwiegen. 
Papiere, die an verschiedenen Tagen oder zu verschiedenen Tageszeiten 
abgewogen wurden, diirfen nie in einer Serie benutzt werden. Es ist am 


besten: die Wagungen bei Tageslicht auszufiihren, weil nahe kiinstliche 
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Beleuchtung durch wachsende Hitzewirkung in den Ergebnissen Ab- 
weichungen hervorrufen kann. Es ist aber mdglich, sogenanntes kaltes, 
kiinstliches Licht unmittelbar itiber der Waage zu verwenden, das sich bei 
meinen Arbeiten bewaéhrt hat. 


Fiir die Vornahme von Serumbestimmungen nimmt man nun die ab- 
gewogenen Papiere und héngt sie auf das Trockengestell, nachdem man 
den Rand mit einer Nadel durchstochen hat. Die Kontrollpapiere werden 
vorlaufig nicht in Anspruch genommen. Wir bringen jetzt auf je vier 
Papiere je 0,5ccem von den zu untersuchenden Seren, die sehr genau in 
der Pipette so eingestellt werden, daB der untere Rand des Meniskus genau 
bis zur 0,5-Markierung reicht. Das iiberschiissige Serum wird von der 
Spitze und den Seiten der Pipette mit einem weiben Loschpapier entfernt. 
Wir verteilen das Serum gleichmaéBig auf den Filterpapierscheiben und 


blasen nachher die Pipette aus (Abb. 2). 





Abo. 2. 


Es ist zweckmaBig, wegen der gleichmaBigen Resultate fiir jedes Serum 
dieselbe Pipette zu benutzen, und immer nur das untere Ende von 0,5 
bis 1,0 zu gebrauchen, indem man jede 0,5cem Serummenge gesondert 
abmiBt. Beim nachsten zu untersuchenden Serum wird die Pipette mit 
gewohnlichem, dann destilliertem Wasser , danach mit Alkohol ausgespiilt 
und mit der Wasserstrahlpumpe trocken gesaugt. Nach dem Beschicken 
mit Serum werden die Papiere 1 Stunde lang getrocknet. Eine langere 
Trocknung ist nicht empfehlenswert, weil die empfindlicheren EiweiBk6rper 
denaturiert werden kénnten. Kiirzere Trocknung ist auch nicht zweck- 
maBig, weil dann die Papiere noch na® sein und sich so beim weiteren 
Behandeln leicht EiweiBteile ablésen kénnen. Bei einstiindiger Trocknung 
enthalten die Papiere noch geniigend intramolekulares Wasser, welches 
eine Zustandsénderung auch der feineren EiweiBarten verhindert. In- 
zwischen verteilen wir die Lésungen, je 25ccm, mit dem 25-ccm-Meb- 
zylinder in Petrischalen I, If, IIIT und IV (mit den entsprechenden L6- 
sungen I, II, I1I und [V). Dann legt man in jede Petrischale je ein trockenes, 
serumhaltiges Papier. Wir lassen dann die Papiere in der Lésung | Stunde 
lang ohne Bewegung, und dann werden sie mit dem Spatel vorsichtig in der 
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Lésung untergetaucht, damit die eventuell unten angesammelten Luft- 
blasen entweichen. Dann werden jede '» bis | Stunde die die Petrischalen 
enthaltenden Schachteln vorsichtig auf und ab bewegt und so das Aus- 
ziehen beférdert. Die Bewegung wird so die Nachtzeit ausgenommen 
bis zum nachsten Tage. 24 Stunden lang fortgesetzt. 


Am nachsten Tage nehmen wir die Papiere mit dem Spatel heraus, 
und nach dem Abtropfen tauchen wir sie einmal in eine entsprechende, 
frische Lésung enthaltende Petrischale ein, damit so das iiberschiissige 
EKiweiB entfernt wird. Dann legen wir die Papiere eins tiber das andere in 
eine Sublimat-Sulfosalicylsiurel6sung enthaltende Petrischale. Ungefahr 
zehn Papiere kénnen wir in eine Lésung legen. Man mu dabei vorsichtig 
sein, daB die Papiere ohne Luftblasen ganz untertauchen. Wir lassen die 
Filterpapiere !, Stunde in dieser Fixierfliissigkeit, und dann wird die Losung 
einfach abgegossen (die Papiere bleiben beim AbgieBen wegen der Adhasion 
in der Petrischale). Dann wird frische Fixierfliissigkeit eingegossen und 
noch !4 Stunde darauf stehengelassen. Dann folgt das Waschen. Nach 
dem AusgieBen der Fixierfliissigkeit wird sie mit physiologischer Kochsalz- 
lédsung ausgetauscht. Die Lésung wird immer aus einer haltbaren, 20° igen 
Kochsalzlésung frisch in einem Me®Szylinder hergestellt. So wird halbstiind- 
lich physiologische Kochsalzlésung 215 Stunden lang gewechselt. Dann 
wird noch halbstiindlich 1 bis 2 Stunden lang mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Diese Waschung geniigt meistens. Jedenfalls soll das Waschen 
solange fortgesetzt werden, bis die Waschfliissigkeit mit .Vessler-Lésung 
keine Reaktion mehr ergibt. Die Verwendung von Kochsalzlésung vor 
dem destillierten Wasser ist notwendig, damit die schnelle Anderung des 
osmotischen Druckes keine Abl6sung von EiweiBteilen hervorruft. Keines- 
falls ist die Verwendung von Leitungswasser zulassig. weil es wegen seiner 
alkalischen Reaktion EiweiBteile ablést. Nach der letzten Waschung mit 
destilliertem Wasser nehmen wir die Papiere mit dem Spatel heraus, setzen 
sie auf trockene Filterpapierbogen und lassen sie einige Stunden trocknen. 
Dann wird jedes Papier wieder zusammengefaltet in sein Wageglaschen 
zuriickversetzt, der Deckel offen aufgesetzt und 2!. Stunden im Heiz- 
schrank bei 100 bis 105°C getrocknet. Dann verschlieBt man die Claschen 
mit den Deckeln und 14Bt sie im Chlorcalciumexsikkator ', Stunde 
abkiihlen, wiegt sie ab, wie friither beschrieben. Die Kontrollpapiere 
werden ebenso behandelt wie die eiweiBhaltigen. Die abgewogenen Kontroll- 
papiere (bei jedem Versuch vier) legen wir in Ammoniumsulfatlésungen 
(I bis IV) und behandeln sie auch weiter so wie die eiweiBhaltigen Papiere. 
Die Kontrollpapiere werden in der Fixierl6sung und Waschfliissigkeit am 
besten oben aufgelegt, damit sie beim EingieBen der verschiedenen F liissig- 
keiten die unten liegenden, Eiweif enthaltenden Papiere gleichsam schiitzen. 
Die bei Kontrollpapieren entstandenen Gewichtsabnahmen im Mittelwert 
(bei den vier Lésungen) addieren wir zum Eiwei®Bgewicht (d. h. Gewichts 
differenz vor und nach der Behandlung). Im allgemeinen gibt es keine Ab 
weichung, ganz gleich, ob das Kontrollpapier mit konzentrierter, 60-, 46- 
oder 36°, iger L6ésung behandelt wird. Die Verwendung der aus der nam- 
lichen Wageperiode stammenden Kontrollpapiere gleicht die Fehler aus, 
welche beim Abwiegen unter verschiedenen Verhaltnissen (vor und nach 
Behandlung): Luftdruck, Temperatur, Luftfeuchtigkeit, die momentane 
Empfindlichkeit der Waage usw. und die Gewichtsabnahme der Papiere 
wahrend der Behandlung verursachen kann. Die Gewichtsdifferenz bei 


den Kontrollpapieren vor und nach der Behandlung kann | bis 2. sogar 








116 J.v. Daranyi u. B. v. Gézsy: 


mehr Milligramm ausmachen, und soviel muB man zu den Gewichtswerten 
der Fraktionen hinzuaddieren. Das Abwiegen der Papiere mit der ganzen 
Serie erfolgt ohne Unterbrechung unmittelbar nacheinander. Die neuen 
Crewichtswerte werden oberhalb der Gewichtsbestimmungen vor der Be- 
handlung aufgezeichnet. 


Nach Beendigung der Wagungen nehmen wir die Berechnungen 
vor. Auf jedem Papier subtrahieren wir vom Gewicht nach der Be- 
handlung dasjenige vor der Behandlung. Zu der errechneten Differenz 
addieren wir den Mittelwert der Gewichtsdifferenzen bei den Kontroll- 
papieren. Von dem mit Lésung I behandelten Papier errechnen wir 
das GesamteiweiB in mg. Die iibrigen Papiere — mit 60-, 46- bzw. 36°,,igem 
Ammoniumsulfat behandelt — ergeben das Gewicht des bei den be- 
treffenden Losungen ausgefallenen EiweiBes. Von diesen Werten kénnen 
wir dann auBer dem Gesamteiweibgehalt vier Eiweibfraktionen be- 
rechnen. Das Papier IV (36°, ig) gibt die am leichtesten ausfallbaren 
Globuline an, welche ungefahr dem ,,Euglobulin’ entsprechen. Ich 
nenne sie ,,D‘‘-Fraktion. Das Papier III gibt das Gesamtglobulin an. 
Der Wert des Papiers 1V von dem des Papiers III subtrahiert, gibt 
die ,,C-Fraktion, welche ungefahr dem Pseudoglobulin entspricht ; 
subtrahieren wir von dem Papier II den Wert des Papiers III, erhalten wir 
den labileren Albuminteil (,,B*‘-Fraktion). Ziehen wir vom Gesamteiweif 
(Papier 1) den Wert beim Papier IL ab, erhalten wir die stabileren Albumine, 
sogenannte ,,A‘‘-Fraktion. Die so erhaltenen Werte miissen mit 2 
multipliziert werden, damit wir die betreffende EiweiBfraktion in mg 
in 1,0cem erhalten. Mit entsprechender Berechnung kénnen wir auch 
die Werte prozentual bestimmen in dem Sinne, wieviel Prozent des 
GesamteiweiBes die betreffende Fraktion ausmacht, und zwar 


, Fraktionswert < 100 
Fraktion % = —— 
GesamteiweiBwert 
Dabei rechnen wir nur bis zur ersten Dezimale und machen dann 
die Korrektion des prozentualen Wertes, wenn die Dezimale mehr als 
0,5 ist. Auch anstatt des EiweiBquotienten erhalten wir besser charak- 
terisierende Werte bei Anwendung von °,-Berechnungen. Wenn 
wir z. B. bei 7,8°,, EiweiBgehalt im Serum 5,2 mg Albumin und 2,6 mg 
Globulin bekommen, dann ist nach der alten Bezeichnung der Eiweib- 
quotient 5,2/2,6 = 2. Bei prozentualer Berechnung dagegen finden wir 
in diesem Falle 67°, Albumin und 33°, Globulin. Die friiheren Be- 
stimmungen (P. Th. Miiller, Erben usw.) betrachteten den EiweiBb- 
quotienten unter 1 als pathologisch. Die normale Grenze ist aber nach 
meinen Untersuchungen héher zu nehmen. Wenn wir einen Albumin- 
wert schon unter 60°, finden, so kann das nicht mehr als physiologisch 


angesehen werden. 
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Betrachten wir nun ein Rechnungsbeispiel : 
33,294 9g Glaschen und Papiergewicht (Papier mit EiweiB; Gewicht 
nach der Behandlung mit Lésung 1) 
33,2520 g GefaB und Papiergewicht (leer vor der Behandlung) 
42.9 mg EiweiBgewicht (mit Lésung I gefillt). 
32,7894 ¢ wie bei 1l., mit Lésung II behandelt 
32,766 9g Glaschen mit leerem Papier 
22,5mg EiweiBgewicht bei Lésung II. 
33.768 Og 
33.7540 ¢ 
14,0 mg bei Lésung ITI. 
37,2368 ¢ 
37,.2310¢ 


5.8 mg bei Lésung 


V. 
Kontrolle: 
34,735 8 g vor der Behandlung 
34,735 1 g nach der Behandlung mit Lésung | 
0.7 mg Gewichtsverlust. 
37,635 2 g 
37,634 5 g bei Lésung I! 
0,7 mg. 


35.1553 ¢ 


35.154 5¢ be’ Lésung III 


0.8 mg. 
39,338 2 ¢ 
39.3376 g¢ bei Lésung IV 


0,6mg bei Lésung IV. 


0,7 
0,7 
0.8 
0.6 
2,8: 4 0.7 Mittelwert 
:. 2. 3. 4, 5. 
42,9 22.5 14,0 5,8 5.8 
0.7 0.7 0.7 0,7 0.7 
43.6.2 23,2 14,7 6.5 6,5 
87,2 mg 43,6 23,2 14,7 13 mg 
8.72 0/ — 23,2 — 14,7 6,5 in 1 eem Serum 
20,4 .2 8.5.2 8.2.2 13 . 100 
40,8 mg = 17,.0mg 16.4 mg — 
in lcem Serum in leemSerum in 1 ccm Serum 
40,8. 100 17. 100 16.4. 100 
47 ° 19 = 
87,2 87,2 87,2 
Gesamteiweih A-Fraktion B-Fraktion C-Fraktion D-Fraktion 
66°, Albumin 34 Globulin 


Das EiweiBbild dieses sonst normalen Serums ist also: 87,2 mg Gesamt- 


eiweiB, 66°, Albumin, 43°, Globulin: 47 A, 19 B, 19 C, 15 D. 


Q* 











118 J. v. Daranyi u. B. v. Gézsy: 


Ob der Versuch entsprechende wahre Werte gibt, haben wir in 
zahlreichen Kontrolluntersuchungen gepriift, in denen wir das Ver- 
fahren mit einer gravimetrischen Standardmethode verglichen, woriiber 
mein Assistent, v. Gézsy, im zweiten Teil berichtet. Die Versuchsfehler 
sind bei der prozentualen Berechnung unter 3°. Bei wichtigeren 
Untersuchungen und Serienuntersuchungen kénnen wir allerdings auch 
zwei parallele Versuche ansetzen und die Versuchsfehler noch weiter 
vermindern. Das Verfahren ist viel einfacher, als man es nach der 
Beschreibung glauben kénnte. Die Untersuchung von 4 bis 8 Seren 
kann gleichzeitig ohne Schwierigkeiten in 36 bis 48 Stunden erfolgen. 
Wir kénnen das Verfahren als eine wahre Mikromethode betrachten, 
da aus 20ccm Serummenge auBer dem GesamteiweiB, Albumin, 
Globulin, EiweiBquotient, gleichzeitig zwei Albumin- und zwei Globulin- 
Fraktionen errechnet werden kénnen. Das Verfahren gibt so am 
schnellsten und am _ genauesten das sogenannte EiweiBbild des 
Serums, dessen leichte und zahlenmaéfBige Berechnung bisher nicht 
gelungen ist. 

Jetzt werde ich nur auf einige Ergebnisse meiner Untersuchungen 
hinweisen. Auf Grund von Untersuchungen an Gesunden (mehr als 50) 


fand ich: 


Albumin, A-Fraktion, normaP: 40°, und ‘dariiber | normal dber 60°, 


B-Fraktion, is unter 25%, | Gesamtalbumin 


Globulin, C-Fraktion, normal: unter 25% | normal unter 40%, 


D-Fraktion, a » 15% | Gesamtglobulin 


Bei pathologischen Seren finden wir, daB sich die Menge der 
A-Fraktion unter 40 vermindert. Es scheint, daB die hGheren Fraktionen 
(nach: der Globulinseite) sich auf Kosten der A-Fraktion vermehren. 
Mit der Ausbreitung und Aktivitaét des Krankheitsprozesses geht im 
allgemeinen eine rechtsseitige Verschiebung des EiweiBbildes: Ver- 
mehrung der B-, C-, D-Fraktionen einher. In Fallen, wo der EiweiB- 
quotient noch normal ist, kann die Bestimmung aller vier Fraktionen 
schon eine Verschiebung zeigen. Am schénsten sehen wir die Wirkung 
des Krankheitsprozesses auf das EiweiBbild bei Tuberkulose, wovon 
wir iiber 300 Untersuchungen haben. Nur einige Beispiele méchte ich 
von dieser langen Untersuchungsreihe anfiihren. Das iibrige werde 
ich spiter in einem besonderen Aufsatz behandeln. Bei gutartigen 
fibrésen Prozessen, z. B. bei H. J., 

A: B: Cs D: 
37 40 14 9 


— 





oe 


77% 23% 
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Es ist hier nur die B-Fraktion vermehrt, bei gleichzeitiger maBiger 
Verminderung der A-Fraktion. Globulin ist nicht vermehrt (Quotient 
normal). B. J., Tbe. fibrocaseosa: 


A: 34%, B: 19° C: 3%, DB: 7 








53% 47 
Albumin Globulin 
Hier ist die A-Fraktion vermindert, C und D vermehrt (Quotient 
miBig vermindert). Ein mehr aktiver ProzeB. 

Bei schweren The.-Prozessen fanden wir neben einem starken 
Absinken der A-Fiaktion eine Vermehrung aller iibrigen Fraktionen 
Als Beispiel méchte dienen der schwere Tbe.-Fall K. M. mit Tbe. fibro- 
caseosa ulcerosa lat. sin. 

1s — 27 — 34 — 21 

ceouecneie. Senin 

45 55 
Hier sind alle drei Fraktionen auf Kosten der A-Fraktion vermehrt, 
die Dispersitaét ist also iiberhaupt vergrébert, Globuline sind stark 
vermehrt (Quotient unter 1 heruntergegangen). Noch schwerer (kolli- 
quativer ProzeB) war z. B. ein schwerer Spitalsfall ays dem Kranken- 
haus in Szeged. 
M. M.: '8 34 26 32 
Nihil aan 
42 58 

Hier ist die A-Fraktion sehr stark vermindert. Alle iibrigen Fraktionen 
vermehrt, besonders die D-Fraktion (Quotient stark unter 1). Wenn die 
A-Fraktion sich sehr vermindert, so ist das im allgemeinen ein un- 
giinstiges Zeichen. Die VergréBerung der D-Fraktion zeigt eine aktive 
feizung durch den Prozeb. 

Luetische Prozesse verursachen auch eine Verschiebung des Eiweib- 
bildes proportional zum Wachsen der Aktivitét. Chronische Gonorrhoe 
verursacht auch eine Verschiebung, z. B. T. T. Gonorrhea chronica, 
Adnexitis 

34 32 26 8 
66 34 
Stirkste Verschiebungen geben meistens chronische Prozesse (tuberkn- 
lise, luetische). Schwere Verschiebungen kommen auch bei malignen 
Tumoren vor. Bei leichteren Verschiebungen mu8 manu immer auch 
an latente, eiterige Prozesse denken (z. B. Zahneiterung, Fluor usw.). 


Die Ergebnisse sind natiirlich nicht spezifisch. Das Verhalten des 
EiweiBbildes laBt aber gewissermaBen auf die Schwere und Chronizitat 
des Prozesses schlieBen und sagt mehr als die Bestimmung einer ein- 
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fachen Globulinvermehrung oder die Blutsenkungsreaktion. Das Ver- 
fahren gewahrt gewisse diagnostische (Status-Diagnose) und prognosti- 
sche Stiitzpunkte, hauptsachlich bei chronischen Krankheiten. Es 
kann angewendet werden beziiglich des Eiweibstoffwechsels, bei Leber- 
krankheiten, bei Immunseren usw. Am besten ist es zu benutzen bei 
chronischer Tuberkulose. Diesbeziigliche Untersuchungen sind in 
meinem Institut teils im Gange, teils schon beendet. Bisher waren 
mehr als 600 Sera untersucht, deren Ergebnisse ich spater ausfiihrlicher 
mitteilen méchte. 
II. Teil. 
Kontroll- und Vergleichsuntersuchungen (von B. vy. Gizsy). 
Das Arbeiten mit Filterpapier. 
Bei dem Dardnyischen quantitativen Bestimmungsverfahren der 
im Blutserum vorhandenen EiweiBfraktionen ist das  Filterpapier 
jener Hilfsfaktor, der sowohl die bei der Gravimetrie erforderliche 
langwierige Auswaschung als auch die Kjeldahlometrie iiberfliissig 
macht. Mit seiner Hilfe wird die technische Ausfiihrung so vereinfacht, 
daB als genaue analytische Arbeit nur die Messung iibrigbleibt. 


Da das Filtrierpapier bei der Methode eine groBe Rolle spielt, war 
des8en Untersuchung notwendig, in der Hinsicht, ob die auBerordentliche 
Hygroskopie des Papiers nicht zu Lasten der Genauigkeit gehe. Die 
darauf beziiglichen Messungen zeigen, daB der Wasserdampfgehalt der 
Luft und demzufolge auch die Temperatur im Gewicht des Papiers 
wesentliche Veranderungen verursachen. 


Wenn wir ferner in Betracht ziehen, daB wir das Zimmer oder die 
Lokalitét, wo wir die Waage aufstellen, so wahlen, da sie keinen 
groBen Temperaturschwankungen unterworfen ist, so ist trotzdem auch 
in einem gut geschiitzten Zimmer innerhalb 12 Stunden eine Schwankung 
von | bis 2° C der Temperatur und eine solche von 1 bis 5°, der relativen 
Feuchtigkeit zu konstatieren. 


Auch innerhalb der anzunehmenden minimalen Temperatur- und Luft- 
feuchtigkeitsschwankungen kénnen wir schon eine wesentliche Veranderung 
des Papiergewichts sehen, sogar auch dann, wenn der eine Faktor unver- 
andert bleibt. Z. B. bei 7,52 g (H,O pro 1 ebm Luft) staéndiger Feuchtigkeit 
und zwischen 19,2 bzw. 22,8°C schwankender Temperatur fanden wir eine 
Gewichtsverinderung des Papiers im Mittelwert von 0,9 mg; oder bei 
20,5 bzw. 20,8° C und 7,74 bzw. 8,23 g (H,O pro 1 cbm Luft) sechwankender 
absoluter Feuchtigkeit die Gewichtsdifferenz von ebenfalls 0,9 mg. Nehmen 
wir an, daB wir z. B. bei der 36° igen Fraktion 1°, Eiweif abspalten, so 
ist dies, bei Benutzung von 0,5 cem Serum, auf dem Papier ein Plus von 
5mg. Die Gewichtsschwankung des Papiers von 0,9 mg bedeutet in diesem 
Falle einen Fehler von 18°. Dies sind jedoch nur die unteren Grenzen der 
Schwankungen, bei héherer Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsveranderung 
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ist die Messung der 36° igen Fraktion unmdéglich, bei 46,60 °,iger und ge- 
sittigter Ammoniumsulfatfraktion jedoch verursacht diese Veranderung 
der physikalischen Faktoren einen bedeutenden Fehler. 

Diesen Fehler k6nnen wir nur so vermeiden, wenn wir das leere 
Papier in mit genau eingeschliffenen Glasstépseln versehenen Wiage- 
glischen im Trockenschrank bei 100 bis 110°C austrocknen, im 
Exsikkator abkiihlen und hierauf abwiegen; ebenso gehen wir auch 
mit dem EiweiB enthaltenden Papier vor. Aus der Differenz der beiden 
Wagungen erhalten wir die Menge des auf dem Papier befindlichen 
Eiweibes. Die bis zur Gewichtskonstanz fortgesetzte Trocknung und 
die Wagung in verschlossenen Wageglaschen sind die Haupt bedingungen 
dafiir, daB wir den EiweiBgehalt des Blutserums und die Menge der 
einzelnen Fraktionen genau bestimmen kénnen. 

Bei der Methode ist das speziell vorbereitete analytische Filterpapier 
nicht verwendbar, weil selbst das 9-cm-Papier nicht 0,5 cem Serum voll- 
kommen aufnehmen kann. Das fiir die Methode vorgeschriebene Filter- 
papier verwendeten wir bisher bei den analytischen Wagungen nicht, 
deshalb wurde es notwendig, auch zu priifen, ob die Methode bei quanti- 
tativer Bestimmung anwendbar sei. 

Zehn Scheiben vom vorgeschriebenen Filterpapier und zehn von Schleicher 
u. Schill Nr. 589 tat ich in je ein Wagegliaschen, lieB es 2,5 Stunden im Trocken- 
schrank trocknen, dann im Exsikkator abkiihlen und wog es ab. Trocknung 
und Wagung wiederholte ich innerhalb von 48 Stunden zweimal. Nach 
den Wagungen lieB ich die Deckel der Wageglaschen gedffnet, so dali die 
Papiere aus dem Wasserdampf der umgebenden Luft die entsprechendeé 
Menge aufnehmen konnten. Das Ergebnis war, dais ich das bei der ersten 
Wagung der Papiere aufgezeichnete Gewicht immer wieder erhielt; der 
groBte Unterscheid zwischen den nacheinander erfolgenden Messungen 
betrug 0,3 mg. Weiter trocknete ich wieder je zehn Papiere der beiden 
Qualitéten und wog sie ab, dann nahm ich die Papiere aus den Wage- 
glaischen heraus und legte sie in die Petrischalen, die destilliertes Wasser 
enthielten. Nach 24stiindiger Befeuchtung trocknete und wog ich die 
Papiere wieder. Die Papiere erlitten nach der Befeuchtung im destillierten 
Wasser keinerlei Gewichtsverlust. 

Danach fiihrte ich die Methode zum Teil ganz, zum Teil nur in einigen 
Einzelheiten mit den zwei verschiedenen Papiersorten durch (ohne dab 
ich Serum auf das Papier gebracht hatte). Je fiinf Papiere bewahrte ich 
nach vorherigem Trocknen und Abwiegen 23 Stunden in gesattigter 
Ammoniumsulfatlésung auf, weiter je fiinf 24 Stunden in destilliertem 
Wasser und 1 Stunde in Sulfosalicylsiure und endlich je ftinf Papiere 
24 Stunden in geséttigter Ammoniumsulfatlédsung und 1 Stunde in Sulfo- 
salicylsiure. Nach der Vorschrift der Methode wusch ich dann die Papiere, 
lieB sie trocknen, tat sie in Wageglischen, trocknete und wog sie so. 
Der mittlere Gewichtsverlust der nur in Ammoniumsulfat gehaltenen 
Papiere betrug 0.6 mg, der im destillierten Wasser und Sulfosalicylséure 
0,8 mg, der in Ammoniumsulfat und Sulfosalicylsiure gehaltenen 1,1 mg, 
gleichmaBig bei beiden Papieren. 

Diese Untersuchungen zeigen also, daB das analytische Filterpapier 
selbst nach langer Befeuchtung in Ammoniumsulfat- und Sulfosalicylséure- 


lésung noch an Gewicht verlor. 
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Die Versuche zeigten indessen nicht, ob die die einzelnen Eiweib- 
fraktionen enthaltenden Papiere auch ebensoviel an Gewicht am Ende der 
Durchfiihrung der Methode verlieren, oder ob indessen das fein auf dem 
Papier verteilte und stark auf die Papierfaser fixierte EiweiB nicht als 
Schutzschicht fungiert und das Papier vor Gewichtsverlust schiitzt. 

Die Frage kann man auf zwei Wegen entscheiden, auf dem direkten 
und auf dem indirekten, und das Ergebnis war iibereinstimmend, daB das 
Eiwei8 enthaltende Papier an Gewicht ebensoviel verliert wie das ein- 
gefiihrte Kontrollpapier. 

Der direkte Weg war der folgende. Die Methode — wie oben angegeben — 
fiihrt die Bestimmung der einzelnen Fraktionen so durch, daB sie mit 
entsprechender gesaéttigter Ammoniumsulfatlésung das Eiwei8 auf das 
Papier selbst ausfallen und es mit Sulfosalicylséure fixieren l4Bt. Die 
Gewichtszunahme des Papiers ergibt demnach die in 0,5 ccm Serum ent- 
haltene EiweiBmenge. Das auf dem Papier fixierte Eiweif8 entfernte ich 
durch Befeuchtung mit einer n/20 NaOQH-Lésung, wusch das Papier mit 
destilliertem Wasser aus, trocknete es und wog es ab. Ich fand, daB ich bei 
diesem nochmaligen Abwiegen niemals das urspriingliche Papiergewicht 
erhielt, sondern stets weniger. Der Gewichtsverlust betrug stets soviel 
wie der des parallel eingefiihrten Kontrollpapiers. 

Beim indirekten Verfahren stellte ich mit demselben Serum zwei 
Versuchsreihen mit allen Fraktionen an, die einzelnen Fraktionen mit 
vier Parallelen und die einzelnen Reihen mit vier Kontrollen. Die erste 
Reihe kam nach der Vorschrift der Methode zustande. Bei der zweiten 
Versuchsreihe verminderte ich dadurch den Gewichtsverlust des Kontroll- 
papiers, daB ich beim Wiederabwiegen des EiweiSpapiers die Wageglaschen 
lingere Zeit ium Abwiegeraum aufbewahrte.' Ich fand, da8 der Gewichts- 
verlust der Kontrollpapiere der ersten Reihe 1,5 mg, der zweiten Reihe 
1,0 mg betrug. Das Gewicht der Eiweibfraktionen der zweiten Reihe wuchs 
aber indessen auch im Verhéltnis zur ersten Reihe im Durchschnitt um 
0,5mg. Also hier ging der Gewichtsverlust der EiweiBpapiere dem der 
Kontrollpapiere parallel. 

Das Kontrollpapier erfillt bei der Methode eine sehr wichtige Rolle: ohne 
dieses erhalten wir niemals die wirklichen EiweiBwerte. Bei jeder Versuchs- 
reihé miissen wir drei bis vier Kontrollpapiere haben, welche den Gewichts- 
verlust zeigen, den die Papiere in der Ammoniumsulfatl6sung und Sulfo- 
salicylsiure und wahrend der Waschung erleiden, und welcher Gewichts- 
verlust immer als Korrektion dient. 


Die Aussalzung mit Ammoniumsulfat. 


Die Einfiihrung des Ammoniumsulfats unter die das Eiweif 
trennenden Salze verdanken wir Hammarsten (10), auf Grund dessen 
auBerordentlich genauer Untersuchungen es sich herausstellte, dab 
der nach halber Sattigung mit Ammoniumsulfat  ausfallende 
Stoff (den auch er Globulin nannte) identisch ist mit dem bei voller 
Sattigung mit Magnesiumsulfat ausscheidenden Stoff, ferner, daB die 
halbe Sattigung mit Ammoniumsulfat das Globulin vom Serum 
vollkommen trennt. Hammarstens Untersuchungen zeigen auch, 
daB das Ammoniumsulfat vom Gesichtspunkt der eiweibfallenden 
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Wirkung und der leichten Ausfiihrbarkeit als der beste aussalzende 
Stoff zu betrachten ist. Kauder (11) wiederum bewies, daB durch diese 
Ausfallung das native EiweiB keine Veranderung erleidet. Spiro und 
Haake (12) bzw. Fuld und Spiro (13) konnten das Globulin in zwei, 
Porges und Spiro (14) in drei, Freund und Joachim (15) bereits in vier 
Fraktionen spalten dadurch, daB sie Ammoniumsulfatlésungen von 
verschiedener Konzentration verwandten. Das durch Ammonium- 
sulfat in Fraktionen spaltbare Globulin blieb nicht lange eine nur 
kolloidchemische Erscheinung, da bald bewiesen wurde, daB sich die 
Fraktionen auch strukturchemisch und physiologisch voneinander 
unterscheiden. Doerr und Berger (16) stellten im Verlauf ihrer mit 
Pferdeserum ausgefiihrten Versuche vier Fraktionen her, und zwar 
Euglobulin, Pseudoglobulin und zweierlei Albumine. In ihren mit diesen 
Fraktionen unternommenen immunbiologischen Versuchen fanden sie 
zwischen dem Albumin und dem Euglobulin einen bedeutenden Unter- 
schied (das aus demselben Serum gewonnene Euglobulin und Albumin 
lésen eine spezifische anaphylaktische Wirkung aus). 


Spiro und Haake bzw. Fuld und Spiro (12) erhielten bei Sattigung 
mit 28 bis 33 °,igem Ammoniumsulfat das Euglobulin, mit 33- bis 50 °,igem 
das Pseudoglobulin. Doerr und Berger (16) zwischen 0- und 30°,igem das 
Euglobulin, zwischen 33- und 50°, igem das Pseudoglobulin. Nach AKauders 
Definition,(11) ist der aus dem Blutserum durch Halbsattigung mit Ammo- 
niumsulfat gewonnene Eiwei}kérper das Globulin (in 100 ccm Lésung 26 g 
Ammoniumsulfat), der zwischen halber und ganzer Saéttigung aussalzbare 
Eiwei®kérper das Albumin. Nach Letsche (17) ist das Globulin, wenn in 
dem Gemenge von Blutserum und Ammoniumsulfatlésung das Sulfat im 
Verhaltnis von 24,1 pro 100cem vorhanden ist, bereits ausscheidbar, 
wahrend das Albumin bei 33,5 g Salzgehalt sich niederzuschlagen beginnt. 
Porges und Spiro (14) unterscheiden Niederschlagszonen von 28 bis 36°,, 
33 bis 42 °;, 30 bis 46°,. Nach Freund und Joachim scheidet sich bei 28 bis 
34°, das Euglobulin, bei 36 bis 44°,, das Pseudoglobulin vollkommen ab. 
Ruszcinski (18) zufolge wird der gr6é8te Teil des Globulins bei 40- bis 
45°. iger Saéttigung ausgefallt. Doerr und Berger (16) scheiden in Pferdeserum 
zwischen 50 und 66°, und zwischen 66 und 99°, zweierlei Albumin- 
fraktionen aus. 


Wenn wir von den hier angefiihrten und beim Dardnyischen Ver- 
fahren gebrauchten in verschiedenen Graden gesattigten Ammonium- 
sulfatlésungen bei 19°C das spezifische Gewicht und dann deren Gehalt 
an Sulfatsalz errechnen (Chemikerkalender 2, 273, 1929), kommen wir 
zu folgendem Resultat : 


Euglobulin scheidet sich aus, wenn der Ammoniumsulfatgehalt nach Spiro 
und Haake bzw. Fuld und Spiro 14,5 bis 15,9°,, nach Porges und Spiro 
14.6 bis 17.6°., nach Freund und Joachim 14,6 bis 20.0°, betragt. Die 
D-Fraktion nach Dardnyi scheidet sich aus, wenn der reine Sulfatgehalt 
18,0°% betragt. 


Pseudoglobulin scheidet aus, wenn der Ammoniumsulfatgehalt nach 
Spiro und Haake bzw. Fuld und Spiro 16,0 bis 21,1°., nach Porges und 
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Spiro 19,0 bis 21,0°,, nach Freund und Joachim 17,6 bis 20,9°., nach 
Ruszcinski 19,5 bis 21,0°,, nach Kauder 20,0°,, nach Doerr und Berger 
17,5 bis 23,5°, betragt. Die C-Fraktion nach Dardnyi bei 21,6°,. 

Ein Teil des Albumins wird ausgeschieden, wenn der Gehalt an Ammo- 
niumsulfat nach Ruszcinski 30 bis 32°.,, nach Kauder 25°,, nach Daranyi 
28°. betragt. 


Nach Spiegel (6) ist die von Hofmeister getroffene alte Einteilung, 
der die mit halbgesattigtem Kaliumacetat, Essigsiure oder Dialyse 
ausfallbaren EiweiBkérper ,,Euglobulin’’ benannte, wahrend er die mit 
diesem Verfahren ,,nicht ausfallbaren Globuline™ als ,,Pseudoglobulin* 
bezeichnete — trotz der vielen erginzenden Forschungen —, noch 
immer aufrecht zu erhalten. 

Mit den nach dem Dardnyischen Verfahren vorgeschriebenen 
Lésungen laBt sich das Globulin ebenfalls in zwei Fraktionen auf- 
spalten. In der bis zu 36°, gesaéttigten Lésung ist der sich am leichtesten 
abscheidende EiweiBkérper, die sogenannte ,,D*‘-Fraktion, bestimmbar ; 
die 46°,ige Lésung fallt alle Globuline aus; aus diesem kann nach 
Abzug der D-Fraktion das stabilere Globulin, die ,,C’‘-Fraktion, er- 
rechnet werden. Der labilere Globulinteil (D-Fraktion) deckt sich 
ungefihr mit dem Begriff des Euglobulins, ebenso wie das stabilere 
Globulin mit dem des Pseudoglobulins, da wir oben gesehen haben, 
da die angewandtgn Ammoniumsulfatlésungen dem Sattigungsgrad 
ungefahr entsprechen, den die verschiedenen Autoren zur Abscheidung 
dieser zwei Fraktionen benutzen. 

Ebenso wie aus dem Globulin, bestimmt diese Methode auch aus 
dem Albumin zwei Fraktionen: mit der 60°,igen Lésung das labilere 
Albumin (sogenannte ,,B“-Fraktion), mit der vollkommen gesiattigten 
Lésung aber das GesamteiweiB bzw. durch Abzug des bei der 60 °,igen 
Lésung ausgefillten Teils das  stabilere Albumin (sogenannte 
,A‘“*-Fraktion). 

Kontrolle der Methode. 


Die Genauigkeit der Bestimmung, die Ausfiihrbarkeit der ganzen 
Methode dreht sich im iibrigen darum, 1. ob dann, wenn wir das auf 
dem Papier eingetrocknete EiweiB in in verschiedenem Grade gesattigte 
Ammoniumsulfatlésungen bringen, dasselbe in ebensolche Fraktionen 
spaltbar ist wie im Blutserum, 2. ob das auf die Wirkung der gesattigten 
Ammoniumsulfatlésung. auf dem Papier niedergeschlagene Gesamt- 
eiweiB und die auf die Wirkung der zu verschiedenen Graden gesattigten 
Ammoniumsulfatlésungen (60, 46, 36°) auf dem Papier nieder- 
geschlagenen Fraktionen mit Sulfosalicylsaure fixiert werden kénnen, 
und endlich, 3. ob sich nicht durch die Waschungen mit Ammonium- 
sulfat, Sulfosalicylsiure, physiologischer Kochsalzlésung und destil- 
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liertem Wasser eine so bedeutende Menge des auf dem Papier 
fixierten EiweiBes ablést, die die quantitative Bestimmung illusorisch 
macht. 


Auf diese Fragen erhielt ich in der Weise Antwort, daB ich das 
Dardnyische Verfahren mit einer solchen EiweiBbestimmungsmethode 
verglich, die —- wenn auch viel komplizierter, doch absolute Werte 
gibt. Bei der Wahl war es wesentlich, daB bei dem zum Vergleich 
dienenden gravimetrischen Verfahren Ammoniumsulfat das Ausfallungs- 
mittel sei. Teilweise aus diesen Gesichtspunkten, teilweise deshalb, 
weil dieses Verfahren auch zwei ,,innere Kontrollen** besitzt, fiel meine 
Wahl auf die Methode von Berger, Petschacher und Schretter (20), bei 
welcher das GesamteiweiB durch das getrennt bestimmte Albumin 
und Globulin kontrolliert werden kann, das Globulin jedoch durch das 
getrennt bestimmte GesamteiweiB und das Albumin. 


Da Berger, Petschacher und Schretter eine anders gesattigte Ammoniums- 
ulfatlésung vorschreiben als Daranyi, fiihrte ich die ersten Vergleichs- 
untersuchungen derart aus, daB ich mich bestrebte, das Daranyische 
Verfahren nach Moglichkeit der Berger-, Petschacher- und Schretterschen 
EiweiBanalyse anzupassen. Nach ihrer Originalvorschrift bestimmte 
ich das GesamteiweiB und den Reststickstoff (den ich stets vom Gesamt- 
eiweiB abzog), ferner nach Vorschrift in einem Gemenge von | cem Serum 

2cem Wasser + 3ccem kalt gesattigter Ammoniumsulfatlésung (20°, 
Sulfatsalzgéhalt) das Globulin und nach dessen Abzentrifugieren in der 
abgehcbenen Flissigkeit das Albumin. Beim modifizierten Dardnyischen 
Verfahren brachte ich 0,5 ccm auf das vorher abgewogene Papier und lieB 
es auf demselben eintrocknen: vier EiweiBpapiere wurden in nach Berger, 
Petschacher und Schretter hergestellte, kalt gesattigte Ammoniumsulfat- 
lésung, vier Papiere jedoch in halbgesattigte (20°, Sulfatsalz enthaltende) 
Lésung gebracht, und ich bestimmte das GesamteiweiB und das Globulin. 
Folgende Mittelwerte habe ich dabei erhalten: 


Tabelle J. 





Gesamteiweif Globulin Albumin 


nach Kerger, Pet- nach nach Berger, Pet- | nach nach Berger, Pet- nach 


schacher u. Schretter Dardnyi | &chacher u. Sehretter | paranyi  *chacher u. Schretter | paranyi 


gefunden berechnet gefunden | gefunden berechnet| gefunden gefunden berechnet berechnet 


6,90 6,71 7,18 1,77 1,96 1,89 4,94 5,13 5,29 


Nach der Tabelle I stimmen die nach beiden Verfahren erhaltenen 
EiweiBwerte gut iiberein. Das nach Berger, Petschacher und Schretter 
modifizierte Dardnyische Verfahren (entsprechend der Ammonium- 
sulfatlésung) gibt gleiche Resultate wie die Berger- Petschacher-Schretter- 


sche Original-Methode. 
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Das Verfahren von Berger, Petschacher und Schretter modifizierte 
ich nun zu den Vergleichsversuchen fiir die einzelnen Fraktionen 
folgendermaBen: 

Kontrolle der 60° igen Fraktion. 0,5 cem Serum — 0,7 cem physiolo- 
gische Kochsalzlésung + 1,8 cem im Thermostaten gesittigte Ldésung. 
Das weitere Zentrifugieren, Waschen (mit 60°, iger Lésung), die Kjeldahli- 
sierung erfolgte nach der Originalvorschrift. 


Kontrolle der 46° igen Fraktion. 0,5 cem Serum + 1,0 cem physiolo- 
gische Kochsalzlésung + 1,5 cem 92°,ige Lésung. Auswaschen in 46 °,iger 
Losung. 

Kontrolle der 36° igen Fraktion. 0,5cem Serum + 1,0 cem physiolo- 
gische Kochsalzl6sung + 1,5 cem 72 %ige Lésung. Auswaschen mit 36 °,iger 


Lésung. Weil bei dieser Fraktion die in der Lésung iiber dem abzentri- 
fugierten Niederschlag verbleibende EiweiBmenge unverhiltnismaBig groB 
ist, ibertrug ich von dieser Lésung anstatt 2 cem nur | ccm in das zweite 
Zentrifugenr6éhrchen, 

Die Ausfallungszeit durch Ammoniumsulfat betrug bei beiden Ver- 
fahren 24 Stunden. Von jeder Fraktion wurden vier Parallelen angefertigt. 
Die einzelnen Verdiinnungen (92, 72, 60, 46, 36°.) wurden auch hieraus 
bei 37°C gesa&ttigten und filtrierten Lésungen durch entsprechende Ver- 
dimnung mit destilliertem Wasser hergestellt. 


Tabelle 11. 











Gesamteiweib Frakti yn bei 60°/9 | Fraktion bei 46°) Fraktion bei 36°’) 
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1. Sine morbo 7,21 6,84 3,00 3,40 2.43 2,51 1,00 1,02 
at . 8.74 8,38 5.68 5,65 3,70 3,55 0,70 0.72 
os a 8,86 8,57 4,52 4,26 4,08 3.81 1,30 1,58 
4. Carcinoma. 8,54 8.47 8,08 7,74 4,70 4,42 1,22 1,16 
5. Lues IIT. . 8.85 8,31 435 4,77 3,70 3,48 1,06 0,89 
6. ra 8,84 8,32 5,70 5,26 3,76 3.62 0,76 0,72 


Die erhaltenen Zahlen zeigen daher die gute Ubereinstimmung 
bei der Vergleichung der Resultate des Berger-, Petschacher- und 
Schretterschen prazisen Halb-mikro-Verfahrens mit den Dardnyischen 
Untersuchungen. Wenn wir also 0,5 cem Serum auf Filterpapier 
eintrocknen lassen und dieses hierauf in 36-, 46-, 60° ,ig und in 
eine vollkommen gesattigte Ammoniumsulfatlésung bringen, so scheidet 
sich von dem auf dem Papier eingetrockneten Serum quantitativ 
ebensoviel Eiwei8 aus, als wenn wir diese verschieden konzentrierten 
Lésungen direkt zum Serum selbst hinzugeben. Die Gleichheit 
der Resultate weist auch darauf hin, daB die auf den Papieren nieder- 








en 


lo- 
Ww. 
li- 


rer 


lo- 
rer 
ri- 
oB 
ite 


OCMPEMEr 


_ Sw Sw 


ow aS we 





EiweiBzusammensetzung der Blutfliissigkeit. 127 


geschlagenen EiweiBmengen mit Sublimat-Sulfosalicylsiure quanti- 
tativ fixierbar sind und daB das vorschriftsmaBige Behandeln und Aus- 
waschen mit physiologischer Kochsalzlésung und destilliertem Wasser 
keinen nennenswerten Eiweibverlust verursacht. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dab die Methode folgende 
Vorziige hat: Vier bis acht Sera kénnen gleichzeitig auBer auf Gesamt- 
eiweiB, Albumin, Globulin und EiweiBquotient auf vier Fraktionen in 
36 bis 48 Stunden mit einfacher Technik untersucht werden. Zur 
Ausfiihrung sind nur 2cem Serum notwendig, so daB das Verfahren als 
Mikromethode gelten kann. Das Verfahren wurde mit der absoluten 
Gravimetrie verglichen und dabei Ubereinstimmung gefunden. 
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Die Milchsiurebildung 
bei Muskelarbeit nach Entfernung der Nebennieren. 


Von 
A. vy. Arvay und L. Lengyel. 
(Aus der Physiologischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 


Vor kurzem haben Verzar und Arvay (1) mitgeteilt, dab, waihrend 
bei normalen Tieren bekanntlich der Gaswechsel und besonders auch 
der Respirationsquotient durch Muskelarbeit erhdht wird, nach 
Exstirpation der Nebennieren das nicht der Fall ist. Dieser Befund 
wurde an Ratten gemacht, die Arbeit durch Gehen in einem Tretrade 
leisteten, und dieses Resultat wurde so erklart, da bei diesen Tieren 
durch den Adrenalinmangel kein Kohlenhydrat mobilisiert wird und 
die Muskeln deshalb gezwungen sind, ihren Arbeitsstoffwechsel ohne 
Zuckerverbrennung und oane Milchsaurebildung zu leisten. 

Um diese Erklarung der Gaswechselversuche zu beweisen, muBte die 
Milchsaurebildung in diesen Muskeln bestimmt werden. Es sollte ge- 
priift werden, ob tatsichlich nach Exstirpation der Nebennieren die 
Milchséureproduktion bei Muskelarbeit so vermindert ist, wie das aus 
den Respirationsversuchen gefolgert wurde. Soweit uns bekannt, 
liegen iiber den Milchséuregehalt der Muskeln von normalen und neben- 
nierenlosen Ratten nur Werte von Houssay und Mazzocco (2) und (3) 
vor, auf die wir unten eingehen. 


Methodik. 


Bei weiBen Ratten wurde die Milchséure in den Oberschenkelmuskeln 
bestimmt, und zwar einesteils bei normalen Tieren und zweitens bei solchen, 
denen wir 4 Tage vorher beide Nebennieren exstirpiert hatten, sowohl 
in Ruhe als nach verschiedenen Arbeitsleistungen. 

Das Futter bestand aus Brot, Milch, Hafer, Mais und Riiben. Es wurden 
Tiere von etwa 200 g Kérpergewicht benutzt. Die Exstirpation der Neben- 
nieren geschah vom Riicken aus. Gehversuche wurden im selben Tretrad 
und bei derselben Umdrehungsgeschwindigkeit gemacht wie in den er- 
wihnten Respirationsversuchen. Nach dem Gehen wurden die Tiere sogleich 
getétet, abgehautet und die Oberschenkelmuskel in fliissige Luft geworfen 
Vom Moment der Beendigung der Arbeitsleistung 


und im Morser zerrieben. 
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bis zum Gefrieren vergingen etwa 30 Sekunden. Es ist auBerordentlich 
wichtig, wie man das Tier tétet, denn das bestimmt den Milchséuregehalt 
des Muskels im Moment des Todes. Niaheres wird hieriiber unten angegeben. 
Die Milchsaéurebestimmungen geschahen nach der Methode von Embden- 
Lehnartz (4). Bei manchen Tieren ist nur ein Muskel, bei anderen in zwei 
Parallelanalysen die analogen Muskeln der beiden Seiten benutzt worden. 
Immer sind die Flexoren des hinteren Oberschenkels gebraucht. Als Kon- 
trolle haben wir meist gleichzeitig mit jeder Versuchsserie die Menge einer 
abgewogenen Milchséurequantitat bestimmt. Die Belege sind in T'abelle XII 
angegeben und zeigen bei Verwendung von 0,2 bis 0,4 mg Milchsaéure eine 
Ausbeute von 88,5 bis 103°,. 
Versuche. 
I. Ruhewerte der Milchsdure bei normalen Tieren. 

Es handelte sich zuerst darum, festzustellen, wie hoch bei normalen 
tatten der Milchsaéuregehalt im ruhenden Muskel ist. Dieser Ruhewert 
ist jedoch recht schwer zu bestimmen, weil selbst, wenn die Tiere noch 
scheinbar ruhig im Kafig sitzen, fast so hohe Milchsaurewerte gefunden 
werden wie beim Gehen. Um richtige Ruhewerte zu erhalten, mub 
man die Tiere durch Narkose ruhig stellen. Selbst dann kommt es 
noch sehr viel darauf an, was man als Narkotikum benutzt. Eine nicht 
tiefe Athernarkose hat noch keine vollstandige Erschlaffung der Muskeln 
zur Folge. Mit Numal (Hoffmann-La Roche, 0,15ccm pro Ratte sub- 
kutan gegeben) kann man dagegen eine Dauernarkose bekommen, 
in welcher das Tier ungeféhr zwei Stunden ruhig liegt. Entnimmt 
man die Muskeln, wahrend es bereits seit 30 Sekunden in dieser Narkose 
liegt, so erhalt man Werte, die sehr niedrig sind und die als die wirklichen 
Ruhewerte betrachtet werden kénnen, Auf diese Weise erhielten wir 
als Mittel von vier Versuchen 0,039 °, Milchséiure im Muskel (Tabelle I). 
Bei Athernarkose war der Ruhewert 0,070 (Tabelle I1), also bedeutend 
héher. Wenn man das in seinem Kafig ruhig sitzende wache Tier 
mit Nackenschlag tétet, so erhalt man sogar ganz hohe Werte, wie 
0,200°,, (Tabelle X). Der Krampf, der beim Nackenschlag entsteht, 
geniigt, um diese Milchsiéuremenge zu bilden, die, nachdem der Blut- 
kreislauf stiJlsteht, dann nicht mehr entfernt wird. Zur Bestimmung 
von Ruhewerten eignet sich also das Téten durch Nackenschlag gar 
nicht. Alle solche Versuchsresultate fallen viel zu hoch aus. 


II. Milchsdéureruhewerte nach Nebennierenexstirpation. 

Bei den nebennierenlosen Tieren findet man vier Tage nach der 
Entfernung der beiden Nebennieren, wenn die Tiere bereits wieder 
ganz munter sind, eine starke Herabsetzung der Milchsiurewerte in 
der Ruhe. In Numalnarkose, also bei absoluter Ruhe, war im Mittel 
von vier Muskeln von drei Tagen der entsprechende Wert 0,023°,, 
(Tabelle III), also etwa die Hialfte des Normalwertes von 0,039% 
(Tabelle I). 
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IIL. Milchsduregehalt nach Geharbeit bei normalen und nebennierenlosen Tieren. 

Die Wirkung der Arbeit auf den Milchsiuregehalt der Muskeln 
wurde auf verschiedene Weise gepriift. Erstens mittels Geharbeit. 
Das Tier kam in die durch einen Elektromotor getriebene Trommel. 
Tiere, deren Nebennieren vor vier Tagen entfernt waren, ermiiden 
in unserem Apparat nach etwa einer halben Stunde, und deshalb wahlten 
wir diese Versuchszeit auch fiir die normalen Tiere. Unsere Milch- 
sdiurebestimmungen sind in dieser Beziehung auch parallel zu den oben 
erwahnten Gaswechselversuchen ausgefiihrt, wo ebenfalls ein halb- 
stiindiges Gehen und dessen Wirkung auf den Gaswechsel untersucht 
worden war. Es zeigte sich, daB beim normalen Tier hierbei der Milch- 
siuregehalt im Mittel auf 0,136 °%, stieg (Tabelle [V). Beim nebennieren- 
losen Tier dagegen steigt dieser Wert nur auf 0,064°%, (Tabelle V). 
IV. Milchsdéuregehalt nach Riickenmarktetanisieren und asphyktischem Krampf 

bei normalen und nebennierenlosen Tieren. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde anstatt Geharbeit als 
Reizung Tetanisieren des Riickenmarks gewahlit. Das Tier wurde 
mit 0,15ccm Numal narkotisiert, das Riickenmark freigelegt und eine 
Minute lang mit aufgelegten Platinelektroden mit tetanischen In- 
duktionsreizen kontinuierlich gereizt, wodurch ein starker Streck- 
krampf entstand. Dadurch wird die Milchséurebildung starker erhéht 
als beim Gehen. Andererseits hat diese Methode den Vorteil, daB 
man die normalen und nebennierenlosen Tiere gleiche Arbeit leisten 
14Bt, so daB man dem allerdings unberechtigten Einwand nicht begegnen 
kann, daB die nebennierenlosen Tiere geringere Arbeit geleistet hatten 
als die normalen. Auf diese Weise fanden wir bei normalen Tieren 
0,168 °% (Tabelle VI), bei nebennierenlosen Tieren dagegen nur 0,072 °%, 
(Tabelle VII). 

Ein halbstiindiges Gehen im Tretrad erhéht also beim normalen 
Tier die Muskelmilchsiure um 348%, Tetanisieren um 430%. Auch 
bei den nebennierenlosen Tieren findet zwar eine Vermehrung des 
Milchsauregehalts statt, aber alle Werte betragen nur etwa die Halfte 
von den bei normalen Tieren gefundenen. Durch dasselbe Tetanisieren 
wird beim normalen Tier 0,129 g Milchsiure in 100g Muskel ge- 
bildet, beim nebennierenlosen dagegen nur 0,049 g. 

Es wurde erwahnt, daB die asphyktischen Krampfe nach Tétung 
mit Nackenschlag an sich schon die Milchsiurebildung erhéhen. Wir 
erhielten damit bei normalen Tieren 0,207° (Tabelle X), bei neben- 
nierenlosen 0,110°%, (Tabelle XI). 


V. Milchsduregehalt bei Totenstarre bei normalen und nebennierenlosen Tieren. 
Die héchsten Werte der Milchséure erhalt man bekanntlich, wenn 
man totenstarre Muskeln untersucht. Es hangt aber viel davon ab, 
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wie lange nach dem Tode man die Bestimmung macht, wie aus 
Tabelle VIII bei normalen Tieren hervorgeht. Zum Vergleich wahlten 
wir die Werte, die von Muskeln, die 4 bis 5 Stunden nach der Tétung 
untersucht wurden, stammen. Beim normalen Tier fanden wir dann 
im Mittel 0,314°%, bei nebennierenlosen nur 0,098°, Milchsaéure. Die 
Zunahme beim normalen Tier betragt 803°. Das nebennierenlose 
Tier bildet relativ und absolut bedeutend weniger Milchsaéure. Der 
Wert ist um 69%, niedriger als der des normalen Tieres. 


Besprechung der Versuchsresultate. 


Wie aus der folgenden Generaltabelle deutlich hervorgeht, ist 
in simtlichen Fallen im Muskel der nebennierenlosen Tiere weniger 
Milchséure vorhanden als beim normalen Tier unter denselben Ver- 
haltnissen. Die Werte der nebennierenlosen Tiere liegen 41 bis 69°, 
unter denen der normalen Tiere, sowohl bei Ruhe, als bei Gehen Tetani- 
sieren, asphyktischem Krampf und bei Totenstarre. 


Generaltabelle I. 





Mittelwerte der Milchsiéure* °/ 9 


5 Differenz 
Normal Nebennierenlos Vig 
Tiefe Narkose (Numal) ...... . | 0,039 (4) 0,023 (4) —4! 
Leichte Narkose (Ather). . .... . 0,070 (6) — — 
OG ae fate faces. oes sw) Ree OS 0,064 (9) Bi 
Tetanisieren . . | 0168 (5) 0,072 (4) — 59 
Asphyktischer Krampf (Nackenschlag) . | 0,207 (6) 0,110 (3) — 47 
Totenstarre. . .. ‘e pane 6 0,314 (11) 0,098 (8) — 69 


* Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Versuche an. 


Nicht nur die Konzentration der Milchséure ist bei den normalen 
Tieren immer héher, sondern es wird auch bei jeder Art -von Muskel- 
arbeit beim nebennierenlosen Tier absolut viel weniger Milchsaure ge- 
bildet, wie die folgende aus den Mittelwerten berechnete Zusammen- 
stellung zeigt: 

Generaltabelle II. 





Normal Ohne Nebennieren 
RCE. Fated Fl, gene, Say aee Speke Mera ea a 0,097 0,041 
Tetanisieren. . PO Oe ere ae ee 0,129 0,049 
Asphyktischer Kramyf walang Sapo eee 0,168 0,087 
Totenstarre ... pe wart) o~ er low rts 0,275 0,075 


Wir haben in der vorigen Arbeit erwahnt, daB Ratten nach der 
Nebennierenexstirpation nach etwa 3 bis 4 Wochen sich insofern er- 
holen, daB ihr Sauerstoffverbrauch, ihre spezifisch-dynamische Wir- 


9* 
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kung (5), ihr Blutzucker und ihre Arbeitsfaihigkeit wieder normal 
wird (6). Wir haben deshalb untersucht, ob auch beziiglich der Milch- 
sdurebildung wieder normale Werte erscheinen. Hierzu wurden Ratten 
die Nebennieren entfernt und, nachdem die Tiere 40 Tage die Operation 
iiberlebt hatten, Milchsiurebestimmungen an ruhenden und gereizten, 
sowie totenstarren Muskeln ausgefiihrt. 

Es war zu erwarten, daB diese Muskeln wieder ebensoviel Milch- 
sdure bilden wie normale, denn die kompensatorischen Organe hatten 
ja jetzt die Arbeit der Nebennieren iibernommen. Merkwiirdigerweise 
fanden wir nicht nur normale, sondern iibernormale Werte, d.h. es 
wurde bei diesen Tieren mehr Milchsaéure gebildet als bei unseren nor- 
malen Tieren. Wie das zu erklaren ist, miissen wir einer spateren 
Untersuchung vorbehalten. Der mittlere Ruhewert in Numalnarkose 
betrug 125°, und war damit héher als unsere normalen Arbeitswerte. 
Bei Arbeit (eine Minute Tetanisieren des Riickenmarks) stieg er sogar 
bis 0,413. Jedenfalls beweist das, daB die Kompensation und damit 
auch der normale Muskelstoffwechsel bei Arbeit wieder eingetreten war. 

In Bestaitigung der aus unseren Gaswechselversuchen gezogenen 
Folgerungen, die uns gezeigt hatten, daB bei nebennierenlosen Tieren 
der Muskelstoffwechsel nicht auf Kosten von Kohlenhydrat geleistet 
wird, finden wir also tatsichlich, daB die Milchséurebildung der Muskeln 
nach Exstirpation der Nebennieren sehr stark vermindert ist. Das laBt 
sich fiir Ruhe und jede Form der Arbeit sehr deutlich nachweisen. 
Allerdings fehlt die Milchséurebildung nicht ganz; sie ist aber sehr 
stark vermindert. 

Die einfachste Erklarung dieses Befundes scheint uns die zu sein, 
welche die Ausfallserscheinungen der Nebennieren auf den Mangel 
an Adrenalin zuriickfiihrt. Fehlt dieses, so wird bei der Muskelarbeit 
das’ Glykogen der Leber nicht mobilisiert, und deshalb tritt Hypo- 
glykamie ein und der Muskel wird gezwungen, ohne Zucker seine Arbeit 
zu leisten. Allerdings verschwindet der Blutzucker ja auch bei den 
nebennierenlosen Tieren nicht ganz. In der Ruhe halt er sich fast auf 
normaler Hohe, und bei Arbeit sinkt er nicht unter die Halfte des Normal- 
wertes. Der Muskel verliert also nicht seinen ganzen Zuckervorrat, 
und deshalb ist es auch nicht unerwartet, daB auch die Milchsaure- 
bildung nicht vollstandig aufgehért hat. Sie betragt aber nur einen 
Bruchteil des normalen. 

Houssay und Mazzacco (3) hatten schon den Milchsiuregehalt 
von nebennierenlosen Ratten bestimmt. Als Mittelwert von neun 
Tieren bei Ruhe finden sie 0,169°,. Auf Grund unserer obigen Be- 
funde kénnen wir aber sagen, da dieser Wert nicht der Ruhewert 
ist, sondern durch maximale Reize bei der Tétung der Tiere zustande 
kam und starker Muskelarbeit entspricht. 
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Bei den 17 Muskeln der nebennierenlosen Tiere finden sie als Mittel 
0,185°,,. Auch hier gilt dasselbe, daB es sich nach unserem Befunde 
nicht um Ruhewerte gehandelt hat. Nun sind aber ferner alle diese 
Tiere nach dem achten bzw. dem zwélften Tage untersucht, zu einer 
Zeit, wenn bereits die Kompensation sich entwickelt, so daB es zu diesen 
Werten kommen konnte. 

Bei elektrischer Reizung (eine Minute dauernde Riickenmarks- 
tetanisierung, so wie in unseren Versuchen) findet Houssay sehr hohe 
Werte, die weit iiber unseren liegen, aber keinen wesentlichen Unter- 
schied zwischen normal und nebennierenlos erkennen lassen. Das 
ist aber hier gar nicht zu erwarten, denn die nebennierenlosen Tiere 
sind alle 30 bis 40 Tage nach der Exstirpation untersucht, also zu einer 
Zeit, als die Kompensation sicher bereits vorhanden war. Es ist deshalb 
klar, daB Houssay und Mazzacco keine Anderung der Milchsaurebildung 
bei ihren nebennierenlosen Ratten finden konnten. Im franzésischen 
Text ihrer Mitteilung (2) wird angegeben, daB das Lactacidogen der 
nebennierenlosen Tiere abnehme, was allerdings durchaus mit der 
von uns erwiesenen Veiminderung der Milchsaéurebildung iibereinstimmt. 

Noch eine Bemerkung scheint uns nétig. Wenn es auch am nachsten 
zu liegen scheint, diese Erscheinungen mit dem Mangel an Adrenalin 
zu erklaren, so ist es doch nicht ausgeschlossen, da® sie eine ganz andere 
Ursache haben. Man darf nicht vergessen, daB wir bei der Entfernung 
der Nebennieren nicht nur das Mark, sondern auch die Rinde entfernen, 
von deren Funktion und Wirkung auf den Muskelstoffwechsel wir aber 
kaum etwas wissen. Wir wollen damit nur auf eine bestehende Un- 
sicherheit aller Versuche mit Nebennierenexstirpation aufmerksam 
machen. 

In der erwahnten Arbeit von Verzar und Arvay ging hervor, daB 
bei Muskelarbeit der Respirationsquotient bei nebennierenlosen Ratten 
vor der Entwicklung der Kompensation nicht steigt. Daraus wurde ge- 
schlossen, daB diese Muskeln ihren Arbeitsstoffwechsel nicht auf Kosten 
von Kohlenhydrat bzw. nicht mit Milchsaiurehildung leisten. DaB 
die Milchsaurebildung tatsichlich au®erordentlich stark vermindert 
ist, haben diese Versuche nun erwiesen. Zum Vergleich dienen fiir die 
Respirationsversuche nur die Versuche bei Geharbeit. Hier zeigt sich, 
daB der Anstieg der Milchsiurebildung beim normalen Tier 0,097 g-°,, 
beim nebennierenlosen Tier nur 0,041 g-°,, betrigt (Generaltabelle II). 
Bei gleicher Arbeitsleistung muB also die Arbeit bei den Tieren ohne 
Nebennieren auf Kosten eines anderen Prozesses als der Milchséure- 


bildung geleistet worden sein. Wir bestatigen somit die in jener Arbeit 
ausgesprochene Annahme, da®B der Muskel nach Exstirpation der 
Nebennieren seine Arbeit im wesentlichen nicht auf Kosten von Kohlen- 
hydrat leistet. 
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Anhang. 
Belege. 
Der Milchséuregehalt von Muskeln. 
Tabelle I. 
Normale Tiere in Ruhe (Numalnarkose). 
. * Gewicht : , 
Detem Versuch Tier des Muskels PR 
Nr. Nr. g is errs oe 
20. IV. 1 315 0,346 0,053 
25. IV. 2 346 0,216 0,033 
25. IV. 3 346 0,220 0,036 
80. IV. 4 363 0,205 0,035 
Mittelwert : 0,039 
Tabelle II. 
Normale Tiere in Ruhe (Athernarkose). 
, Gewicht ; 
Detem Versuch Tier Pg PP ae 
Nr. Nr. g sie sities 
20. TV. 5 339 0,168 0,116 
20. IV. 6 339 0,163 0,104 
20. IV. 7 340 0,175 0,068 
20. IV. 8 341 0,156 0,075 
25. IV. 9 342 0,133 0,077 
25. IV. 10 343 0,142 abu 0,063 
Mittelwert: 0,070 
Tabelle III. 
Nebennierenlose Tiere (4 Tage nach der Operation) in Ruhe 
(Numalnarkose). 
: > Gewicht raat 
Datem Versuch Tier don Viena cane. 
Nr. Nr. g . 
20. IV. 11 367 0,166 0,029 
25. IV. 12 369 0,266 0,024 
25. IV. 13 369 0,176 0,020 
30. IV. 14 378 0,185 0,020 
Mittelwert : 0,023 
Tabelle IV. 
Normale Tiere nach 30 Minuten Gehen. 
. ae Gewicht : 
Datum } Versuch Tier des “Muskels PP yy ee 
| Nr. Nr. g oe Patith sf 
22. III. 15 331 0,133 0,160 
22. III. 16 331 0,121 0,123 
10. IV. 17 835 0,119 0,107 
25. IV. 18 344 0,143 0,151 
25. IV. 19 344 0,178 0,138 


Mittelwert: 0,136 
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Tabelle V. 


Nebennierenlose Tiere (4 Tage nach der Operation) nach 30 Minuten Gehen. 





Datum 


10. 
10. 
10. 
10. 
15. 


15. 


- 


15. 
15. 
22. 


Ill. 
III. 
II. 
Il 

IT. 
Il. 
II. 
II. 
IIL. 


Versuch 


Nr. 


Tier 
Nr. 


301 
301 
302 
302 
320 
320 
321 
321 
324 


Tabelle VI. 


Gewicht 
des Muskels 


_ 
0,166 
0,200 
0,143 
0,187 
0,172 
0,148 
0,133 
0,102 


Mittelwert: 


Milchs&ure- 
Gehalt in Gew,-°|9 


0,063 
0,047 
0,069 
0,032 
0,078 
0,073 
0,070 
0,058 
0.087 
0,064 


Normale Tiere nach Riickenmarkstetanisierung (1 Minute). 





Datum 


II. 
IV. 
IV. 


SA 


IV. 


Versuch 


Nr. 


29 
30 
31 
32 
33 


Tier 
Nr. 


305 
344 
345 
350 
350 


Tabelle VII. 


Gewicht 
des Muskels 


£ 


0,181 
0,196 
0,150 
0,185 
0,192 
Mittelwert: 


Milchs&ure- 
Gehalt in Gew.-° 


0,124 
‘ 0,184 
0,213 
0,159 
0,161 
0.168 


Nebennierenlose Tiere (4 Tage nach der Operation) nach Riickenmarks- 


tetanisierung (1 Minute). 





Datum 
5. V. 
a WV, 
6. ¥. 
a ¥ 


Versuch 


Nr. 


34 
35 
36 
37 


Tier 
Nr. 


351 
351 
352 
353 


Gewicht 
des Muskels 


£ 


0,278 
0,213 
0,231 
0,242 
Mittelwert: 


Milchséure- 
Gehalt in Gew.-° 


0,059 
0,065 
0,075 
0.088 


0,072 
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Tabelle VIII. 
Totenstarre Muskeln von normalen Tieren. 
Datum Versuch Tier des Muskels __Milchséure- Stunden nach 
. i Gehalt in Gew.-°/, dem Tode 
Nr. Nr. g 
20. IIT. 38 330 0,141 0,126 0,5 
20. TI. 39 330 0,176 0,142 0.5 
20. ITI. 40 327 0,160 0,145 2,0 
20. ITI. 41 328 0,215 0,121 2.0 
20. II. 42 329 0,136 0,192 2,0 
15. IV. 43 336 0,179 0,265 4,0 
15. IV. 44 337 0,179 0,408 4,0 
15. IV. 45 338 0,199 0,287 5,0 
15. IV. 46 338 0,230 0,331 5,0 
20. IV. 47 368 0,222 0,292 5,0 
29. IV. 48 368 0,185 0,302 5.0 
Mittelwert 43 bis 48: 0,314 
Tabelle IX. 
Totenstarre Muskeln von nebennierenlosen Tieren 
(4 Tage nach der Operation). 
. Z Gewicht . 3 a 
Datum || Nersuch | Tier | gee Muskels | ,,Micheuare- | Standen nach 
Nr. Nr. g 
6. III. 49 279 0,209 0,049 3,0 
6. UI. 50 279 0,195 0,070 3.5 
5. V. 51 355 0,210 0,078 5,0 
5. V. 52 355 0,259 0,130 5,0 
mV: 53 356 0,174 0,099 5,0 
5. V. 54 357 0,226 0,087 5,0 
ies 55 358 0,218 0,118 5,0 
5. V. 56 358 0,290 0,109 5,0 
Mittelwert: 0,098 
Tabelle X. 
Normale, scheinbar ruhende Tiere nach Nackenschlag. 
Versuch Tier Corea Milchsa&ure- 
Datum ‘ 7 des Muskels Gehalt in Gew.-°/, 
Nr. Nr. 4 
10. LT. 57 281 0,189 0,158 
10. ITT. 58 282 0,076 0,276 
10. I. | 59 282 0,077 0,211 
10.00. |} 60 283 0,288 0,170 
22.11. || 61 332 0,153 0.211 
22. III. 62 833 0,097 0,215 
Mittelwert: 0,207 
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Nebennierenlose, scheinbar ruhende Tiere nach Nackenschlag 








= (4 Tage nach der Operation). 
- — Gewicht 
on Versuch Tier des Muskels on op mae J 
Nr. Nr. g vena in wew.- 
10. IIL. 63 278 0,105 0,114 
22. III. 64 317 0,189 0,090 
22. Ill. 65 317 0,159 0,128 
Mittelwert: 0,110 
Tabelle XII. 
Methodische Belege. 
Be- Zuriick- Be- Zuriick- 
nutzte erhaltene nutzte erhaltene 
Kontrolle zu Versuch Nr. : Milch- Milchsdure Milch- Milchsaure 
saure saure Tie @ 
mg mg 0 mg mg 
1, 5, 6, 7, 11, 38, 39, 40, 41, 42 0,2 0,195 976] 0,3 (0279 885 
2, 3, 9, 10, 12, 18, 18, 19, 30, 31 0,2 0,177 88,8 0,4 0,366 91,7 
> 4, 14, 32, 33 0.2 0,207 1030] 64 0,883 96,6 
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 
75, 76, 77 02 0,193 96,5 





Zusammenfassung. 


| 


Die Milchséurebildung der Muskeln von nebennierenlosen Ratten 


ist sehr stark vermindert. 
Ruhe 


als fir Gehen, Tetanisieren und Totenstarre bewiesen. 


Bei 67 Muskeln wurde das sowohl fiir die 


Die 


aus den Gaswechselversuchen gezogene Folgerung, daB diese Tiere 


ihre Muskelarbeit im wesentlichen nicht 


hydraten leisten, wird damit bestitigt. 
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Chemische Methode der Cholinbestimmung im Blute. 


Von 
Marie Maxim. 
(Aus dem Laboratorium ,,Bios‘‘, Bukarest. ) 


(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 


Die meisten bis jetzt bekannten Cholinbestimmungen beruhen auf 
biologischer Methodik. Guggenheim und Léffler benutzen mit Erfolg 
die Uberfiihrung in Acetylcholin. Die Ausfiihrung des Verfahrens ist 
jedoch bei minimalen Cholinmengen schwierig. Bequemer ist das 
Prinzip der Smith Sharpeschen Methode, doch ist die Cholinextraktion 
mangelhaft, und der Autor gibt selber an, daB er im gewéhnlichen 
Blute mit seiner Methode kein Cholin nachweisen kann. 

Ich habe bei meinen friiher mitgeteilten zahlreichen Cholin- 
bestimmungen das Prinzip der Methode des genannten Forschers an- 
gewandt, d.h. die Uberfiihrung des Cholins in sein Perjodid, Trennung 
und Zersetzung desselben mittels verdiinnter Salpetersdure, Titration 
des freien Jods mittels Thiosulfatlésung und Berechnung des Cholins 
aus der benétigten Menge Thiosulfat; ich sorgte aber dafiir, daB das 
vorhandene Cholin méglichst vollstandig in das Cholinhydrochlorid 
iibergefiihrt wird. 

Dazu verfuhr ich folgendermaBen: 10 bis 20 cem Blut werden in 
einem Erlenmeyer-Kélbchen mit 30 bis 40 ccm absolutem Alkohol ver- 
setzt, mit 2 bis 3 Tropfen verdiinnter HCl angesauert, gut durch- 
gemischt und unter Aufsetzen eines Steigrohres in einem kochenden 
Wasserbade einige Minuten aufgekocht; hierdurch wird die Spaltung 
des im Blute vorhandenen Cholinesters und die Uberfiihrung in das 
Chlorhydrat bewirkt. Die Mischung wird durch einen Biichner-Trichter 
filtriert und mit absolutem Alkohol nachgewaschen; aus dem Filtrat 
wird der Alkohol unter vermindertem Druck abdestilliert und der 
Riickstand in wenig destilliertem Wasser aufgenommen. Zwecks Ent- 
fernung von Fetten und Phosphatiden wird diese wasserige Suspension 
zweimal mit Ather geschiittelt und der Ather durch Zentrifugieren ent- 
fernt. Die untere wasserige Schicht wird in eine Dialysierhiilse ge- 











M. Maxim: Cholinbestimmung im Blute. 139 


geben und gegen destilliertes Wasser waihrend 24 Stunden dialysiert. 
Das Dialysat wird auf dem Wasserbade vorsichtig eingeengt, mit 
n Natriumcarbonatlésung neutralisiert und in ein Becherglas iiber- 
gespilt; es wird mit einem kleinen Uberschu8 einer konzentrierten 
Lésung von Jod in Jodkalium versetzt und iiber Nacht stehen gelassen: 
das auskristallisierte Cholinperjodid wird durch einen Gooch-Tiegel 
filtriert und mehrfach mit kaltem Wasser nachgewaschen. Das Per- 
jodid wird auf dem Filter mit Salpeterséure (1:1) zersetzt, das freie 
Jod mit C HCl, aufgenommen, gewaschen und mit n/10 Natriumthiosulfat- 
lésung titriert. Aus den verbrauchten ccm Thiosulfatlésung wird der 
Cholingehalt des Blutes berechnet (1 cem n/10 Thiosulfat = 0,0014 g 
Cholinchlorhydrat). 
Literatur. 
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Uber neue vitale Eigenschaften des Hefeplasmas und Darstellung 
sowie biochemische Bedeutung bisher unbekannter Hefeformen. 


Von 
Vaclav Jonas. 
{Aus der PreBhefefabrik Liban (Béhmen). } 
(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 


Mit 36 Abbildungen im Text. 


Das Protoplasma als Haupttrager der Eigenschaften der Gattung 
verdient bei der technischen Hefeerzeugung besondere Beachtung, 
weil der gr6éBte Teil der Vorginge, die mit der Vermehirung der Hefe 
zusammenhangen, direkt mit dessen Auf- oder Abbau verbunden 
ist.. Auf die bekannt groBen Schwierigkeiten des Studiums des Proto- 
plasmas braucht wohl nicht besonders hingewiesen zu werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch gemacht, neue Wege 
zu beschreiten, die zu iiberraschenden Ergebnissen der vitalen Eigen- 
schaften des Protoplasmas der Hefe und zur Darstellung bisher un- 
bekannter Hefeformen gefiihrt haben. Die im allgemeinen schwierig 
durchzufiihrenden Versuche stiitzen sich auf mehrjahrige, sorgfaltige 
Beobachtungen; die neu gewonnenen Formen der Kulturhefe befinden 
sich im Laboratorium der Hefefabrik in Liban (Béhmen, Tschecho- 
slowakei). Das Ausgangsmaterial waren stets Reinkulturen, die durch 
die Lindnersche Trépfchenkulturmethode aus technischer Backhefe 
hergestellt wurden. 

Prinzip zur Erzielung neuer Formen. Neue Hefeformen werden 
auf die Weise gewonnen, daB man auf Reinkulturen von KulturpreBhefe 
chemische oder physikalische Mittel bis zur scheinbaren Abtétung 
der Hefezellen einwirken laBt. So behandelte Hefezellen lassen kein 
Lebenszeichen erkennen und wurden daher bis jetzt als tot betrachtet. 
Es 1aBt sich jedoch zeigen, daB trotzdem noch Leben im Plasma dieser 
Zellen in latentem Zustand erhalten ist, und es lassen sich diese schein- 
bar abgetéteten Zellen in den gewohnlichen vitalen Zustand iiber- 
fiihren. Auf diese Weire lassen sich neue Lebensformen der Hefe ge- 
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winnen, und es 1aBt sich eine Entwicklungsreihe feststellen, die mit 
amorph gestaltetem freien Plasma beginnt und mit der vollwertigen 
Zelle endet. Der Entwicklungsgrad der jeweils erzielten Lebensform 
ist abhangig von der Art, Menge und Dauer des abtétenden Reagens, 
ferner von den Kultivierungsbedingungen der scheinbar abgetéteten 
Zellen und von dem urspriinglichen physiologischen Zustand der zu 
diesen Versuchen verwendeten Hefereinkulturen. 


Neue Formen von KulturpreBhefezellen. 


GroBform der Hefezellen. Jene neue Form der Hefezellen, die in 
ihren Eigenschaften den normalen Kulturhefezellen! am nachsten 
steht, bezeichne ich als GroBform der Hefezellen. Man kann sie auf 
nachstehende Arten gewinnen. 

a) Eine sorgfaltig sterilisierte Malzwiirze oder Melassemaische wird 
mit einer Reinkultur von PreBhefe in einem GefaB mit GarverschluB 
zur kraftigen Garung gebracht, sodann so viel Formalin der girenden 
Maische zugesetzt, daB die gesamte Fliissigkeit 3°, enthalt. Nach 
einstiindiger Einwirkung des Formalins wird unter Beachtung aller 
Bedingungen der Sterilitat die tiber dem Hefesatz befindliche Fliissig- 
keit abgegossen und durch frische sterilisierte Wiirze oder Melasse- 
maische von 9° Balling ersetzt. Die Proben belaBt man bei einer Tem- 
peratur von 24 bis 28° C unter zeitweiligem Riihren durch 7 bis 21 Tage. 
Nach dieser Zeit impft man den scheinbar abgetéteten Hefesatz auf 
sterile Wiirzegelatine in Petri-Schalen. Es ist auBerordentlich iiber- 
raschend, zu beobachten, da trotz strengster Einhaltung aller Sterilitats- 
bedingungen aus den ,,toten’’ Hefezellen Kolonien heranwachsen. 
Durch wiederholtes Uberimpfen und vermittels der Lindnerschen 
Trépfchenmethode gewinnt man die Reinkultur der Grofform der 
Hefezellen. 

b) Die im sterilen Garmedium befindliche Reinkultur normaler 
PreBhefe wird zur Zeit der intensivsten Gairung bis zum Sieden erhitzt, 
und nach langsamer Abkiihlung werden die Proben ein bis zwei Wochen 
in Ruhe gelassen, sodann geht man so wie im Falle a) vor, stets unter 
sorgfaltiger Beobachtung aller Sterilitatsbedingungen. 

Es ist zweckmaBig, daB zu den Versuchen stets kraftige Kulturen 
verwendet werden und da der ,,abtétende*‘ Eingriff am besten vor 
dem spontanen Sprossen der Zellen vorgenommen wird. Wahrend der 
Zeit des Stehenlassens auBern die Proben kein Lebenszeichen. Man 


1 Unter dem Begriffe Normalkulturhefezellen sollen gesunde Kultur- 
preBhefezellen von allgemein bekannten Eigenschaften wegen der aus- 
drucksvolleren Unterscheidung von neuen Formen der Kulturprefhefe 
verstanden werden. 
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hat sie daher fiir tot gehalten. Indessen vollzieht sich wahrend dieser 
Zeit ein RegenerationsprozeB, der mitunter auch linger dauert, als 
oben angefiihrt. Es ist also manchmal notwendig, die Ruhezeit zu ver- 
langern, um ein positives Ergebnis zu erzielen. Zum Einimpfen in 
die Gelatine ist eine gréBere Menge des scheinbar abgetéteten Hefe- 
satzes notwendig, da die Kolonien nur aus den widerstandsfihigsten 
Zellen wachsen. Je kraftiger die urspriinglichen Zellen waren, um so 
schneller stellt sich der RegenerationsprozeB ein. 

c) AuBer den angefiihrten Methoden kann man die GroBform 
durch eine verhaltnismaBig langwierige Kultivierung der spater be- 
schriebenen Kleinform der Hefezellen gewinnen. 


Eigenschaften der GroBform. In Form und GréBe stimmen die Zellen 
der GroBform mit den normalen Kulturhefezellen iiberein. Bei der 
Nachkommenschaft zeigt sich eine gréBere Neigung zur Verkleinerung. 
Die Zellen sind armer an Plasma als normale Zellen, die Struktur des 
Plasmas ist zarter und widerstandsfahiger gegen Verdinderungen 
(Abb. 1). Der Gehalt an EiweiB, Volutin, Glykogen und Fett ist etwa 
um 20% geringer, die Zellhaut ist sechwacher und mechanisch als auch 
physiologisch leichter verletzbar. Bei Vergérung in Malzwiirze oder 
Melassemaische produziert sowohl die normale Form als auch die 
GroBform die gleiche Menge an Sauren; die Alkoholproduktion ist bei 
der GroBform um etwa 15% geringer, die Vermehrungsfahigkeit 
jedoch weitaus gréBer als bei der Normalkultur. Weder bei der Ziichtung 
auf festen Substraten, noch in der Strichkultur kann man zwischen 
beiden Formen gréBere Unterschiede konstatieren. Die GroBform besitzt 
aber die Fahigkeit, sich auBer durch Sprossung oder mittels Sporung 
auf andere, der Normalform nicht mégliche Arten zu vermehren. 


Neue Arten der Vermehrung. 


Entstehung der Kleinform. Wird die Reinkultur der GroBform 
langere Zeit in vergorener Wiirze gelassen, so fingt sie trotz ihres 
Plasmamangels zu knospen an. Das Knospen beginnt bei Zellen, die 
sich im Garsatz am Boden befinden, in der fiinften bis sechsten Woche, 
gerechnet vom Anstellen der GroBform in Wiirze. Die Sprossung ver- 
lauft langsam, umfaBt etwa 30 bis 60% der Zellen und dauert 7 bis 
14 Tage. Die aus den Knospen ausgereiften Tochterzellen erreichen 
nur etwa die halbe GréBe der urspriinglichen zum Einimpfen ver- 
wendeten Zellen (Abb. 2). In der Zeit des Ausreifens der Zellen re- 
duzierter GréBe kann man diese durch Einimpfen in Malzwirzegelatine 
leicht isolieren. Versiumt man jedoch die zur I[solierung geeignete 
Zeit, so ist es spiter nicht mehr méglich, Hefezellen von reduzierter 
GréBe zu gewinnen, da sie teils durch Kopulation, vielleicht auch 
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durch spezielle Ernahrung in die GroBform iibergehen. In der Rein- 
kultur weisen die Hefezellen reduzierter GréBe spezifische Eigen- 
schaften auf und werden als Kleinform bezeichnet. 


Erhaltung des Lebens der Hefezellen durch Sporoidkérperchen’, 


Diese Art der Lebenserhaltung tritt bei der GroBform unter ahn- 
lichen Bedingungen wie das friiher erwahnte reduzierte Sprossen 
ein, namlich bei Mangel an Nahrstoffen, insbesondere Kohlenhydraten. 
In Wiirzen oder Melassemaischen kommt die Vermehrung durch Sporoid- 
kérper erst nach beendetem Sprossen, durch welches die reduzierte 
Form entsteht, vor, und zwar im vierten bis sechsten Monat nach Ein- 
impfen der GroBform-Reinkultur in die Maischen. Diese Kérperchen 
entstehen weder in an Plasma so reichen Zellen, daB sie fahig sind, 
Sporen zu bilden, noch in an Plasma zu armen Zellen. Die Entwicklung 
der K6érperchen ist eine langsame und dauert vier bis sechs Wochen. 
Sie erfolgt zur Zeit der Ruhe der Zelle und darf nicht durch die Tatig- 
keit zymatischer Enzyme gestért werden, die mit weitgehenden Plasma- 
anderungen verbunden ist und auf die sich bildenden Kérperchen 
zerstorend wirkt. GréBe, Form und Menge der Kérperchen richten 
sich nach dem physiologischen Zustande der Zelle und dem Medium, 
in welchem sich die Zelle befindet. In manchen Zellen sind die Kérperchen 
groBer, 0,6 bis 1,2, in der Zahi von 4 bis 16, in anderen kleiner, 0,3 bis 
0,6 uw, an Zahl 30 bis 80, vorhanden. Die Kérper sind oval oder rund, 
bestehen aus dichtem Plasma und sind miteinander durch eine schleimige 
Masse verbunden. Das Freiwerden der Kérperchen aus der Zelle erfolgt 
auf folgende Arten. 

a) An der Zelle entsteht eine kleine Knospe, an der Verbindungs- 
stelle erfolgt eine Atzung der Zellhaut; die Zelle dffnet sich an dieser 
Stelle, und die Kérper treten durch die Offnung aus (Abb. 3). 

b) Durch allmahliche Atzung der Zellhaut, bis von dieser nur 
mikroskopisch schwach sichtbare Spuren verbleiben, die sich durch 
das Sprossen der Sporoidkérper zersetzen (Abb. 4). 

c) Nach Schwachung der Zellhaut tritt das Plasma aus der Zelle 
heraus, und im auBerhalb befindlichen Plasma entstehen Kérperchen, 
welche sich schlieBlich durch Knospen ginzlich loslésen (Abb. 5). 

d) Eine andere Art der Bildung der K6érperchen ist die, daB das 
homogene Plasma durch die Zellhaut aus der Zelle heraustritt, ohne 
daB hierbei seine Kontinuitaét mit dem inneren Plasma gestért wiirde. 
Das Austreten des homogenen Plasmas erfolgt nur bei Zellen, die infolge 


1 Die weiter beschriebenen Koérperchen wurden wegen ihrer Analogie 
mit Sporoidkérperchen, die sich bei Bakterien zeigen, so benannt (Almquisth, 
Forschungen tiber die Bakterien). 
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Abb. 20 bis 36. 
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ihres Alters bei ungeniigender Ernahrung eine bkesonders permeable 
Zellhaut haben. In dem auber der Zelle befindlichen homogenen 
Plasma erfolgt dann die Bildung und Entwicklung von Sporoid- 
kérperchen ahnlich wie bei den friiher angefiihrten Fallen (Abb. 6). 

Die Vermehrung der Sporoidkérperchen geschieht durch Sprossung, 
die bei kleinen Kérperchen erst dann einsetzt, wenn diese eine Minimal- 
gréBe (0,4 bis 0,5) erreicht haben. Die urspriinglichen Sporoid- 
kérperchen haben keine Zellhaut. Erst die nichsten sich entwickelnden 
Generationen sind von einer Zellhaut umgeben. Die Form der neu- 
entstehenden Organismen ist eif6rmig oder rund, die lingere Achse 
betragt 0,5 bis 2,5 4 bei den Organismen der ersten Entwicklungsreihe, 
spaiter wird die Form langgezogener. Auf Malzwiirze-Gelatine isoliert 
und dann in Reinkultur geziichtet, erreichen sie die durchschnittliche 
GréBe von 1,8:lu. Wegen der groBen Ahnlichkeit mit Bakterien, 
werden sie als ,,bakterielle Form‘‘ der Hefe bezeichnet (Abb. 7). 
AuBer durch Vermehrung mittels Sporoidkérper kann die bakterielle 
Form auch auf andere Art gewonnen werden, z. B. durch Umwandlung 
des Endo- oder Exoplasmas der Zellen in runde, ovale oder langliche 
Gebilde, welche durch Sprossung die Zellformen der Organismen ent- 
stehen lassen. Diese sind gewéhnlich anfangs etwas gréBer als die 
bakterielle Form gus Sporcidkérperchen (Abb. 9 bis 19). Durch weitere 
Kultivierung werden aber Organismen erzielt, welche nach GréBe und 
Eigenschaften dieser Form vollstaindig gleich sind. Die Bildung 
der erwahnten Plasmaformationen sowie die Entstehung aus Sporoid- 
kérperchen sind wieder von einem bestimmten physiologischen Zustand 
der Zellen bedingt. 

Die bakterielle Form kann auch aus der Kleinform gewonnen 
werden, wie spiter beschrieben wird. 


Erhaltung des Lebens durch Plasomen?. 


AuBer durch Sprossung, reduzierte Sprossung, Sporen und 
Sporoidkérperchen kénnen die Hefezellen ihr Leben auch mit 
Hilfe kleiner, zellhautfreier, plasmatischer K6rperchen erhalten, 
welche als Plasomen bezeichnet werden sollen. 

Diese ovalen oder runden K6érperchen, welche eine lebhaft drehende 
Bewegung zeigen, entstehen aus dem Zellplasma und vermehren sich 
durch Sprossung. Ihre Entstehung kann in der Hefezelle erfolgen, die 
Vermehrung geschieht jedoch erst nach dem Austreten aus der Zelle. 
Ihre GréBe schwankt von der Grenze mikroskopischer Sichtbarkeit 
0,2 bis 0.8 wu. 


1 Die Bezeichnung Plasomen wurde aus Wiesner: ,,Plasmatische 
Theorie der Pflanzenzellen‘* entnommen. 
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a) Die Entstehung der Plasomen aus zerkochtem Plasma. 


Die Durchfithrung des Beweises, daB auch im _ zerkochten 
Plasma Leben vorhanden und da ein solches Plasma noch ver- 
mehrungsfahig ist, gehért zu den _ schwierigsten aller bisher 
und spater beschriebenen Untersuchungen. Man ging folgender- 
maben vor: 

Sterilisierte Malzwiirze oder Melassemaische, die durch Rein- 
kultur von Normalhefe vergoren wurde, wird unter GarverschluB 
bis zum Kochen erhitzt und 15 bis 60 Minuten bei Kochtemperatur 
gehalten. Nach dem Abkiihlen werden die Proben an einen vor 
aéuBerer Infektion geschiitzten Ort gestellt (unter einer mit Alkohol 
gewaschenen Glocke im Hansen-Schrank). Nach 3 Monaten wird 
mikroskopisch festgestellt, bei welchen Proben das Plasma am 
stirksten zerkocht ist. Von diesen Proben kann man durch Sedimen- 
tierung mit sterilisiertem Wasser unter Benutzung sterilisierter Ge- 
faBe ein zellfreies, zerkochtes amorphes Plasma gewinnen. Dieses 
wird in Freudenreich-Kélbchen mit steriler Wiirze iibergefiihrt. Die 
Proben belaBt man wieder | bis 3 Monate in Ruhe. Diejenigen Proben, 
welche in dieser Zeit Lebenszeichen, wie milchige Triibung, Garung 


, und ahnliches auBern, werden au:geschieden. Von den Proben, jn 


denen sich scheinbar nichts verandert hat, werden Trépfchen wie 
bei der Lindner-Methode bereitet und in feuchten Hétiger-Kammern 
bei einer Temperatur von 24°C gehalten. Trépfchen, welche nur ein 
Teilchen amorph-gebildeten Plasmas enthalten, werden der mikro- 
skopischen Beobachtung unterzogen. Nach 3 bis 5 Tagen ist es méglich, 
ein gleichmaBiges Auswachsen kleiner Kérperchen aus den plasmati- 
schen Teilchen im Trépfchen zu beobachten. Die Korperchen sind 
anfangs miteinander verbunden, spater lésen sie sich voneinander. 
Die getrennten K6érperchen bewegen sich lebhaft. Durch die Ver- 
mehrung der Kérperchen wird das Trépfchen allmahlich ausgefiillt, bis 
es vollsténdig verwachst (Abb. 11). Das Ausfillen des Trépfchens 
dauert 10 bis 15 Tage. Mit besonderer Vorsicht wurden hier Kontroll- 
versuche mit infizierten und reinen Trépfchen gemacht, die den Beweis 
liefern, daB die neugewachsenen Organismen nicht durch Infektion 
entstanden sein kénnen. Alle Sterilitétsbedingungen wurden mit 
besonderer Scharfe eingehalten. Einen weiteren Beweis fiir die In- 
fektionsfreiheit bildet auch die mit Trépfchenkultur der Plasomen ge- 
impfte Malzwiirze. Die Wiirze bleibt durch lange Zeit klar, was bei 
irgendeiner Infektion nicht der Fall sein wiirde. Eine kleine Triibung 
kann man erst nach | bis 2 Monaten beobachten. Eine einwandfreie 
mikroskopische Beobachtung ist jedoch erst dann méglich, wenn 
sich die zellhautfreien Plasomen bereits in gréBerer Menge vermehrt 
haben. 


10* 
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b) Entstehung der Plasomen in auf natiirliche Weise altgewordenen Hefezellen. 


Die Kolonie einer Reinkultur von Normalhefe wird in Malzwiirze- 
gelatine auf einer Petri-Schale nach dem Ausreifen bei einer emperatur 
von 12° Cin feuchtem Raume gelassen. Gleichzeitig werden die Kontroll- 
versuche mit sterilisierter und ungeimpfter Malzwiirze-Gelatine an- 
gesetzt. Nach einer Zeit von 5 bis 8 Monaten kann man konstatieren, 
daB die urspriingliche Hefekolonie vorwiegend in Plasomen iiber- 
gehendes Plasma und freie Plasomen enthalt (Abb. 12). 

Die noch vorhandenen ganzen Hefezellen sind stark degeneriert 
und unter den gegebenen Bedingungen fast unfahig, sich zu vermehren. 
Isolierung und Kultivierung der auf diesem Wege erzielten Plasomen 
ist leichter als bei Plasomen, die bei den Versuchen sub a) gewonnen 
wurden. Runde oder ovale zellhautfreie Plasomen von der durch- 
schnittlichen GréBe 0,5 4 wachsen auf Malzwiirze-Gelatine in punkt- 
férmigen, flachen Kolonien. Die Plasome sind fahig, in bewegliche, 
kleinzellige Organismen (0,8:0,4 4 tiberzugehen, und zwar in ahn- 
licher Weise wie die Sporoidkérperchen (Abb. 13). 


c) Plasome im ,,mineralisierten‘‘ Plasma. 

Die .,Mineralisierung*‘ des Plasmas, welche bei alten Kulturen 
von Normalhefe nicht besonders auffallig ist, zeigt sich bei der GroB- 
form der Hefezellen in typischer Form. In Hefekulturen, welche in 
vergorener Malzwiirze durch 5 bis 8 Monate belassen wurden, ver- 
bleiben etwa 10% der Zellen, die noch eine bebeutende Menge un- 
verdautes Plasma enthalten. Bei dem Ubergang des Plasmas in einen 
héher dispersen Zustand tritt in den Zellen Glykogen auf, das sich 
diffus tiber die ganze Zelle verbreitet. Die Zellen farben sich stark 
mit Methylenblau nach Einwirkung von abtétenden Reagenzien. Im 
nachfolgenden Stadium verschwindet das Glykogen, und die Zellen 
erhalten in den Randschichten einen Glanz und eine Lichtbrechung, 
als ob ein Teil des Plasmas in eine kristalline Form tibergegangen ware. 
Spiter scheinen die Zellen mit homogener, glanzender, kristallinisch 
aussehender Masse erfiillt zu sein (Abb. 14). In diesem Stadium ver- 
farben sich die mit absolutem Alkohol behandelten Zellen mit Methylen- 
blau nicht, zum Unterschied von den gleichzeitig anwesenden Zellen, 
bei denen der Proze8 der ,,Mineralisierung‘ nicht eingetreten ist. Nach 
diesem Stadium erfolgt eine gleichmaBige Zerstérung der Zellhaut 
(Abb. 15). Die von der Zelle befreiten Gebilde verziehen sich mono- 
polar oder dipolar in Form eines Kegels (Abb. 16). Die Oberflache 
der Gebilde besteht aus einer Schicht von homogener Struktur, die 
das kristallinische Aussehen bewirkt. Diese Schicht lést sich weder 
in Wasser, noch in Alkohol in der Kalte, und nur sehr langsam in kalten 
Laugen und Saéuren. Im warmen Wasser wird sie langsam gelést, 
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schneller in warmen, verdiinnten Laugen und Saéuren. Nach Auf- 
lésung der oberen, homogenen Schicht zeigt sich die innere, gekérnte 
Struktur des Gebildes. Die K6érnchen sind um so kleiner, je fort- 
geschrittener der ,,Mineralisierungsgrad*‘ des Plasmas ist (Abb. 17). 
Hiervon kann man sich durch Fiairbung mit Methylenblau iiberzeugen, 
da sich die Gebilde, wenn von der oberen homogenen Schicht befreit, 
deutlich fairben. Gebilde, welche gréBere Kérnchen enthalten, farben 
sich intensiver als solche mit kleineren Kérnchen. Einige Gebilde 
farben sich dann in den Koérperchen blau, andere blau und rund um diese 
stark violettrot, andere nur intensiv violett und wieder andere violett- 
rot, weniger intensiv, bis Gebilde von sehr feiner, gekérnter Struktur 
ginzlich unverfarbt bleiben. Die abgestufte Verfarbung, Metachromatis- 
mus, kénnte zur Ansicht fiihren, daB fiir die Erscheinung der ,,Mine- 
ralisierung*‘ des Plasmas die Lebensprozesse wesentlich mit verantwort- 
lich sind. 

Es 1aBt sich beweisen, daB diese zellhautfreien Gebilde vermehrungs- 
fahiges Leben enthalten. Sie sind fahig, an bestimmten Stellen an- 
zuschwellen und plasomenahnliche, durch Methylenblau  farbbare 
K6érperchen zu entwickeln (Abb. 18). Dies kann man auf folgende 
Weise zeigen: 

Die plasmatischen ,,mireralisierten‘’ Gebilde werden durch Se- 
dimentierung in sterilem Wasser in reiner' Form gewonnen, dann auf 
5 bis 15 Minuten in absoluten Alkohol getaucht, damit die eventuell 
durch Sedimentierung nicht abgeschiedenen lebensfihigen Zellen 
durch diesen Eingriff verkiimmern und die nachfolgenden Vorginge 
nicht beeinflussen kénnen. Den beschriebenen Gebilden schadet 
Alkohol nicht wegen der kristallinischen Oberflachenschichten, welche 
sie schiitzen. Nach dem Beizen mit Alkohol werden die Gebilde in 
sterilisierter Malzwiirze geimpft und dort 1 bis 2 Monate belassen, ohne 
daB in der Wiirze wahrend dieser Zeit eine Veranderung festgestellt 
werden konnte. Proben, bei denen sich Lebensyeichen zeigen, miissen 
ausgeschieden werden. Nach der angefiihrten Zeit kann man mikro- 
skopisch feststellen, daB die urspriinglich kristallinisch aussehenden, 
plasmatischen Gebilde in der Wiirze an einzelnen Stellen schwach 
anschwellen. Die Wiirzeproben, welche solche anschwellende Gebilde 
enthalten, werden zur Bildung von Trépfchen wie bei der Lindner- 
Methode benutzt und solche Trépfchen beobachtet, welche nur ¢in 
Gebilde enthalten. Aus den Gebilden beginnen nach 3 bis 6 Tagen 
plasmatische, ovale oder runde K6érperchen herauszuwachsen. Das 
Auswachsen geht anfangs an einzelnen Stellen intensiver vor sich, 


spater gleicht es sich aus, und das Trépfchen verwachst gleichmaBig 
von der Mitte aus. Die Ausfillung der Trépfchen mit plasmatischen 
K6rperchen dauert 2 bis 3 Wochen. Durch das Abimpfen der mit 
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Korperchen in die Wiirze verwachsenen Trépfchen ist es méglich, 
ahnlich wie im Falle a) zu konstatieren, da es sich hier nicht um In- 
fektionserscheinungen, sondern um spezifische LebensiuBerungen des 
Hefeplasmas handelt. 


+ Mineralisierung** des Plasmas in gekochten Hefekulturen. 


Die Entstehung der oben beschriebenen plasmatischen, kri- 
stallinisch aussehenden Gebilde findet auch in Reinkulturen von Normal- 
hefe statt, welche mit dem Garmedium 1 bis 1’/, Stunden zur Siede- 
temperatur erhitzt wurden. Die gekochten Proben verbleiben lingere 
Zeit (3 bis 5 Monate) in Ruhe und enthalten dann eine bedeutende 
Menge ahnlicher, plasmatischer Gebilde, wie im Falle c). Auch hier 
gelingt der Beweis fiir das Leben dieser Gebilde auf oben angefiihrte 
Weise. 

Leben in natiirlichen ,,Eiweifkristallen“. 

In einer in Wiirze altgewordenen Kultur der GroBform der Hefe 
befinden sich viele Zelien, welche ein, seltener mehrere Kérperchen 
enthalten, welche von den Biologen als ,,Eiweibkristalle’’ bezeichnet 
werden (Abb. 19). Sie sind fahig, in altgewordenen Zellen zu wachsen, 
befreien sich dann durch Durchbrechen der Zellhaut und wachsen 
frei im Miliev (Abb. 20 und 21)., Es kann bewiesen werden, daB es sich 
hier um einen LebensprozeB und keineswegs um chemische oder physi- 
kalische Vorginge handelt. Die Gebilde, welche aus den ,,Eiweib- 
kristallen“ wachsen, werden einigemale gr6éBer als das urspriingliche 
K6érperchen. Die entstandenen Gebilde sind durchsichtig, und man kann 
nach einer bestimmten Zeit in ihnen plasmatische Kérperchen kon- 
statieren, welche mit Methylenblau farbbar sind (Abb. 22). Unter 
bestimmten Bedingungen wachsen analoge Gebilde aus dem Plasma 
und erreichen gewohnlich gréBere Dimensionen (Abb. 23). 


Die Kleinform der Hefezellen. 


Diese Form kann man am leichtesten nach der friither bei der 
GroBform angefiihrten Art gewinnen. AuBer diesem Verfahren gewinnt 
man die Kleinform direkt aus Normalhefe, welche mit Formalin be- 
handelt wurde. 

Die Durchschnittsgr6Be betragt 3,5 : 2,5 4. Der Form nach stimmen 
diese Hefezellen mit der Kulturhefe iiberein, sind jedoch plasmaarmer 
und unfahig, Sporen zu bilden. Das Plasma ist homogen und Struktur- 
verinderungen weniger unterworfen als das Plasma von Normalhefe 
(Abb. 24). Das Wachstum in der Strichkultur, die Sprossennarben 
und Sprossendste sind analog wie bei Normalhefe, ebenso Kolonien 
auf festen Substraten, nur sind die letzteren kleiner und ihre Struktur 
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zarter. Schragstrichkulturen sind in den charakteristischen Rissen 
ebenfalls mit Normalhefe iibereinstimmend. 

Altgewordene Kulturen sehen wie die erste und zweite Generation 
der Hautzellen Wills von reduzierter GréBe aus. Die Vermehrungsfahig- 
keit ist gegeniiber Normalhefe vermindert. Beim Wachcen in fliissigen 
Kulturen entstehen der Zeit und dem Aussehen nach analoge 
Erscheinungen wie bei Normalhefe (Bodensatz, Triibung, Ring am 
Glas, Haut). 

Eine charakteristische Erscheinung ist die Neigung der Kleinform, 
in Nachkommenschaft von starker reduzierter GréBe iiberzugehen. 
Diesen Ubergang kann man bei Hefezellen beobachten, welche in ver- 
gorenen Maischen belassen wurden (Abb. 25). Typisch erscheint dies 
in einer Gelatinestrichkultur, wo man leicht Organismen von einer 
Durchschnittsgr6Be 1,8:1l erzielt. Werden diese Organismen in 
Reinkultur isoliert, so stimmen sie in ihren Eigenschaften und Gestalt 
mit der bakteriellen Form iiberein, welche aus der GroBform iiber die 
Sporoidkérperchen gewonnen werden. 

Interessant ist das Verhalten der Kleinform zur Vergirung der 
Saccharose. Die Kleinform, welche aus der GroBform gewonnen wird, 
ist nicht fahig, Saccharose zu vergaren, trotzdem sie aus Organismen 
stammt, welche diese Fahigkeit besaBen. Zellen der Kleinform: welche 
direkt aus mit Formalin vergifteten Normalhefekulturen gewonnen 
wurden, sind in der ersten Entwicklungsgeneration fihig, Saccharose 
zu vergiren, verlieren jedoch in den folgenden Generationen diese 
Fahigkeit. 

Durch Versuche wurde konstatiert, daB es méglich ist, Saccharose 
nicht vergarende Formen in vergirende itiberzufiihren, und zwar durch 
Regeneration unter maBiger Liftung in fliissigen Géarsubstraten, 
welche geniigend Phosphor enthalten. 

Gleichzeitig wurde festgestellt, daB mit der zunehmenden 
Fahigkeit, Zucker zu vergiéren, die Zellen der Kleinform an Plasma 
reicher werden und in demselben MaBe ihre Dimensionen vergréBern. 
Durch allmahliche, vorsichtige Kultivierung ist es schlieBlich méglich, 
sie in die GroBform zu iiberfiihren. Durch diese Versuche wird der Zu- 
sammenhang der zymatischen Enzyme mit dem Aufbau des Plasmas 
entwicklungsgeschichtlich naher beleuchtet, insofern man geneigt ist, 
den Ubergang von der Kleinform zur Gro8form und zur Normalform 
als eine entwicklungsgeschichtliche Reihe anzusehen. 


Die bakterielle Form der Hefezellen. 


Die DurchschnittsgréBe der bakteriellen Form ist 1,8:ly. Die 
Organismen sind unbeweglich, die Vermehrung erfolgt durch Sprossung. 
Die Vermehrungsfahigkeit ist auffallend geringer als bei den friiher 
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beschriebenen Hefeformen. Die Organismen entwickeln keine Sporen, 
vergéren keinen Zucker zu Alkohol und entwickeln in Maischen kein 
Hautchen; es zeigt sich nur eine schwache Triibung und ein unbe- 
deutender Ring am Glase. Auf festen Substraten wachsen sie in Form 
kleiner, runder lichtgelber Kolonien von 1mm Durchmesser. Das 
Wachstum in der Stich- und Schragstichkultur erfolgt langsam, Gela- 
tine wird nicht verfliissigt. Von den friiher angefiihrten Formen unter- 
scheidet sich die bakterielle Form dadurch, daB die Zellen leicht 
degenerieren. In Kulturen auf festen Substraten kommt es verhaltnis- 
maBig schnell zum Zerfall ihrer Kérper und zur Entwicklung von 
Symplasma?!, das in verschiedenen Formen lebensfahig ist. 


Das Symplasma der bakteriellen Form‘. 


Entstehung (Abb. 26). Die Reinkulturen der bakteriellen Form 
auf Gelatine-Schragstrichkultur enthalten nach 1 bis 3 Monaten 
Organismen, deren urspriingliche GréBe sich von 1,8: 1 uv auf 1,2: 0,6 u 
verkleinert hat. Gleichzeitig mit der Verkleinerung werden die ur- 
spriinglich unbeweglichen Organismen beweglich. In diesem Zustand 
tritt eine Schwachung und Beschaidigung der Zellhaut ein, und die 
Organismen bilden Flocken verschiedener GréBe. In den Flocken 
erfolgt eine weitere Verkleinerung auf zweierlei Art. Beim gréBten Teil 
der Organismen erfolgt der Zerfall des Zelleibes in mehrere Teile, bei 
einer geringeren Zahl tritt eine gleichmaBige Verkleinerung der ganzen 
Zelle ein bei gleichzeitiger Zerstérung der Zellhaut und Entstehung 
einer schleimigen Masse um den plasmatischen Zellrest. Nach diesem 
ProzeB enthalt die Kultur Kérperchen von der GréBe 0,3 bis 0,6 uw. 
Die frei gewordenen Kérperchen aus den Flocken zeigen wieder eine 
erhéhte Beweglichkeit und drehende Bewegung. Die Kultur, bestehend 
aus zerfallenen Zelleibern (Symplasma), ist auf festen und fliissigen 
Substraten wachstumsfihig, als ob es sich um eine Kultur von Zellen 
handelte. 

Das Wachstum ist allerdings ein langsames, ebenso sind die iibrigen 
LebensiuBerungen stark reduziert. 


Individualisierte, homogene, symplasmatische Gebilde, Typus a*. 


Diese Gebilde entstehen entweder aus einem plasmatischen Zell- 
rest oder aus einigen plasmatisch zerfallenen Kérperchen, welche sich 
zu gemeinsamen Gebilden vereinigt haben. Die Entstehung erfolgt 
durch den Ubergang des Plasmas in einen héher dispersen Zustand 


1 ,,Symplasma“ ist in Analogie zu dem bekannten Symplasma von 
Léhnis so genannt worden. 

* Ahnliche Gebilde entstehen auch bei Bakterien. (P. Osterle u. C. A. 
Stahl, Zeitschr. f. Bakt., IT. Abt., 79, Nr. 1 bis 7). 
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unter Aufzehrung plasmatischer, durch Methylenblau farbbarer ,,Eiweib- 
kérper**. Die urspriinglich kleinen Gebilde (0,5 bis 1 4) wachsen, ver- 
groBern sich und bilden dann Knospen. Die Bildung der Knospen 
beginnt meistenteils, wenn die Gebilde eine DurchschnittsgréBe von 6 u 
erreicht haben. Die Sprossung erfolgt zumeist monopolar, oft bipolar, 
seltener seitlich. Oft ist auch ein verletztes Sprossen zu konstatieren. 
Die Gebilde vom Typusa verlieren bei Luftzutritt ihre runde Ge- 
stalt, werden eckiger, und es zeigen sich in ihnen geradlinige Risse. 
Ausgetrocknet und nachher wieder in Wasser aufgeschlemmt, erlangen 
sie ihre urspriingliche Gestalt und vergréBern sich noch oft, wobei sich 
das Plasma verdiinnt und Vakuolen zeigt (Abb. 27). 


Individualisierte symplasmatische Gebilde, Typus b. 

Diese Gebilde entstehen auf die Art, daB die Organismen der bak- 
teriellen Form nach dem Verletzen der Zellhaut sich konzentrisch 
zu runden Flocken zusammenballen. 

In diesen werden die Zellen véllig zerstért, und die Flocken gehen 
in ein dichtes, homogenes, plasmatisches Gebilde tiber. In der Mitte 
des neuen Gebildes entsteht zunichst eine plasmatische Konzentration 
spater eine kleine Vakuole, welche sich vergréBert und das Gebilde bis 
zur Halfte ausfillt. Das Piasma am Rande der Vakuole ist konzen- 
trierter und “arbt sich anfangs mit Methylenblau intensiver als das 
iibrige Plasma, Die Gebilde sind nach Beendigung des beschriebenen 
Prozesses einer langsamen und unvollkommenen| Sprossung fihig 
(Abb. 28). 

Individualisierte plasmatische Gebilde, Typus ec. 


Im Symplasma der bakteriellen Form entstehen auBer den be- 
schriebenen Gebilden auch solche, welche aus kleinen plasmatischen 
Korperchen bestehen. Diese bilden die Randschichten des Gebildes, 
innen ist der Vakuolenraum (Abb. 33). Diese Gebilde entstehen in 
Kulturen des Symplasmas, bei welchen der Zerfall der Zellkérper so weit 
fortgeschritten ist, dab das Symplasma ausschlieBlich aus zerfallenen 
plasmatischen Teilchen besteht, welche von selbst nicht mehr fahig 
sind, wieder in eine Zellform iiberzugehen. 


Symplasmatisehe Aggregate, Typus a. 


Die individualisierten Gebilde von Typus a sind fahig, sich zu 
Aggregaten zu vereinigen. Die individualisierten Gebilde verteilen 
sich zunichst an den Randern, vereinigen sich dann und gehen zuletzt 
in ein homogenes, gemeinsames Aggregat iiber. Dieses zeigt an den 
Randern oft eine flache Abgrenzung und ein solches Aussehen, als 
ob es sich um einen kristallinischen Stoff handelt. Das Aggregat 
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zeigt aber Erscheinungen, welche zweifelsohne auf Lebensvorgange 
hinweisen. Darauf weisen hin die Entstehung der Vakuolen und rings 
um diese die héhere Konzentration des Plasmas, ferner die Ent- 
stehung von Sprossennarben, bestehend aus Plasma von héherem Dis- 
persitatsgrad als das urspriingliche Mutteraggregat (Abb. 29). 

Zur Bildung symplasmatischer Aggregate gleichen Aussehens und 
Verhaltens kommt es auch auf die Weise, daB die Flocken der ver- 
letzten Zelleiber oder zerfallener plasmatischer Teile in diese Aggregate 
iibergehen (Abb. 30). 


Symplasmatische Aggregate, Typus b. 

Diese Aggregate bestehen aus kleinen plasmatischen Kérperchen 
(Plasomen) und entstehen durch deren Agglomeration. Die agglo- 
merierten Kérperchen farben sich anfangs mit Methylenblau, spater, 
beim Ubergang in einen héher dispersen Zustand, verringert sich die 
Intensitat der Farbung, bis das Aggregat iiberhaupt nicht mehr fairbbar 
ist. Im weiteren Verlauf der Entwicklung verlieren die Kérperchen 
sichtbare Abgrenzung, und die Aggregate erlangen ein homogenes 
Aussehen und eine solche Struktur, daB sie mikroskopisch wie Kristalle 
erscheinen (Abb. 31). 

Gemeinsame Aggregate vom Typus a und b unterliegen ver- 
haltnisma8ig leicht reversiblen Verindérungen, d.h. sie gehen wieder- 
holt in individualisierte Gebilde oder Kérperchen iiber, durch deren 
Vereinigung sie entstanden waren. 


Das Leben im Symplasma. 


Die bisher itibliche und bewahrte Methodik reicht nicht immer 
aus,,um den Beweis zu erbringen, daB in einigen der beschriebenen 
symplasmatischen Formen Leben vorhanden ist. Das Leben in diesen 
Gebilden ist so reduziert, daB z. B. die mikroskopische Beobachtung 
des Vermehrungsprozesses einige Monate der Kultivierung unter Ein- 
haltung aller bekannten VorsichtsmaBregeln erfordert. Fiir die Beob- 
achtung ist insbesondere der Umstand stérend, daB symplasmatische 
Gebilde mit stark reduziertem Leben aus Organismen von verhaltnis- 
maBig noch bedeutender Vermehrungsfahigkeit hervorgehen. Wenn 
das einer schnelleren Vermehrungsfahigkeit faihige Leben durch die 
mikroskopisch bereits schwer feststellbaren Teilchen (Plasomen) 
reprasentiert wird, die bei geniigend langer Kultivierung — in reiner 
Form isoliert — auBerlich friiher erscheinen als die reduzierten Formen, 
aus welchen sie entstanden sind, kann man das Leben der symplasmati- 
schen Form nicht nachweisen. Ebenso wird der Nachweis des Lebens 
symplasmatischer Formen vereitelt, wenn diese sich, wie friiher be- 
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schrieben, beim Kultivierungsversuch in jene Formen reversibel riick- 
verwandeln, aus denen sie entstanden sind. Wenn es aber auch nicht 
gegliickt ist, bei solchen symplasmatischen Formen den Nachweis des 
Lebens zu fihren, so liegt doch eine groBe Wahrscheinlichkeit vor, 
daB in diesen Gebilden Leben, wenn auch von sehr reduzierter Form, 
vorhanden ist, um so mehr, als es bei einer Reihe anderer symplasma- 
tischer Formen gelungen ist, den Nachweis des Lebens in einwand- 
freier Form zu erbringen. 


Das Leben in junger Symplasmakultur. 


Die Kultur der bakteriellen Form, welche in Symplasma iibergeht, 
enthalt auBer plasmatischen Teilchen zerfallener Zellen noch un- 
beschadigte Zellen und solche mit beschadigter Zellhaut. Die beiden 
letzteren sind faihig, bei Kultivierung in vegetative Organismen der 
bakteriellen Form iiberzugehen. Aus alteren Kulturen der bakteriellen 
Form, bei welchen freie plasmatische Teile weitaus tiberwiegen, ist es 
durch Isolierung auf Gelatine auf Petri-Schalen méglich, reine sym- 
plasmatische Kulturen, die keine einzige ganze Zelle enthalten, zu 
gewinnen. Diese Kulturen bestehen aus Kérperchen (0,3 bis 0,8 1), 
welche so weiter geziichtet werden kénnen, als ob es sich um vegetative 
Organismen handelte. Die angefiihrten plasmatischen Kérperchen 
gehen verhaltnismaBig leicht in Zellorganismen iiber, ahnlich denen, 
welche aus Plasomen normaler Kulturhefezellen entstehen. Es ist 
besonders hervorzuheben, daB diese plasmatischen ‘Kérperchen aus 
dem Symplasma, ahnlich wie die Plascme aus den Zellen der Kultur- 
hefe, nicht nur einfache Zerfallsstiicke des Plasmas sind, sondern schon 
zweckmaBig geordnete, lebenstragende Plasmaformationen darstellen. 
Sie kénnen in ahnlicher Weise entstehen wie die Sporen in einer Zelle, 
die ungiinstigen Lebensbedingungen ausgesetzt sind, aber auch im 
Plasma, welches aus der Zelle ausgetreten ist. 


Vermehrung individualisierter Gebilde, Typus a, b. 

Die Gebilde vermehren sich durch Sprossung (Abb. 27). Es ist 
nicht gelungen, diese Gebilde in einer idealen Reinkultur zu kultivieren, 
weil diese bei Fortsetzung der Kultivierung abermals in kleine plasma- 
tische, individuell sich vermehrende Kérperchen iibergehen. Bei 
Tsolierung auf Malzwiirzegelatine erzielt man Kolonien, welche dann 
diese beiden Formen enthalten. 


Bei Kultivierung dieser Gebilde wurde konstatiert, daB einige von 
ihnen eine feingekérnte Struktur erlangen und sich gleichzeitig mit 
einer schwachen Zellhaut versehen. Sie sind dem Aussehen nach den 
Hefezellen ahnlich. Ihre GréBe pflegt 6:4 u zu sein (Abb. 32). 
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Vermehrung der Gebilde von Typus ce. 

Die Vermehrung dieser Formen kann auf zweierlei Weise erfolgen. 

1. Innerhalb des Gebildes konzentriert sich in der Mitte das Plasma, 
und es entsteht ein einer ovalen Hefespore ahnliches Kérperchen von 
der GréBe etwa 3: 2,5 u. Das Kérperchen sproBt und liefert Organismen, 
welche sich spater mit einer Zellhaut versehen und sich durch vegetatives 
Sprossen wie andere bekannte Organismen vermehren (Abb. 33). 

2. Die Gebilde sprossen, ohne daB sie sichtbar mit einer Zell- 
haut versehen sind und geben zellhautfrei den miitterlichen ahnliche 
Gebilde. Durch  spezielle Kultivierung gehen die zellhautfreien 
Gebilde bis in vegetative Zellorganismen iiber. 

Die Entstehung der Gebilde von Typus c) und deren Ubergang zu 
den Zellorganismen erachte ich als ,,biologische Synthese“ der Zellen 
und beschreibe kurz den methodischen Beweis: 

Das Symplasma der bakteriellen Form, welche nur aus plasma- 
tischen Kérperchen besteht, beli®t man wie eine Gelatine-Schragstrich- 
kultur durch 2 bis 3 Monate bei einer Temperatur von 12°C. Wahrend 
dieser Zeit entwickeln sich im Symplasma, zufolge Organisation dieser 
K6rperchen ovale bzw. runde Gebilde verschiedener GréBe. Die gréBten 
von ihnen haben im Durchmesser 4, die kleinsten 1 uw. 

Das Einimpfen von Symplasma in dieser Form in Malzwiirze 
oder Malzwiirze-Gelatine fiihrt zu keiner vegetativen Vermehrung. 
Mit solchem Symplasma geimpfte Gelatine bleibt rein, Malzwiirze 
verandert sich ebenfalls nicht nach dem Impfen. 

Die Malzwiirze a4uBert keine Zeichen vitalen Lebens, auch wenn 
sie mit einer groBen Menge symplasmatischer Kultur geimpft ist. 
Bei einer Temperatur von 24 bis 28°C kann man nach einer Zeit von 
4 bis 6 Wochen in diesen Malzwiirzen bei mikroskopischer Kontrolle 
beobachten, daB die eingeimpften Gebilde deutlichere Formen annehmen 
und sich mit schwacher Zellhaut umgeben. 

Werden sie in dieser Zeit in Malzwiirzegelatine iiberimpft, dann 
tritt Ubergang zu Zellorganismen ein. Runde, neu entstandene Or- 
ganismen von der durchschnittlichen GréBe 2,5 4 wachsen nach 3 bis 
8 Tagen in der Gelatine als Punktkolonien. Es ist bereits méglich, 
diese Organismen sowohl in festen als auch in fliissigen Substraten 
nach der iiblichen Weise zu ziichten (Abb. 34). 


AuBerungen des Lebens in Aggregaten yon Typus b. 


Bei den Isolierungsversuchen dieser Aggregate erzielte ich auf 
Malzwiirzegelatine Kolonien, die vorwiegend nur diese Aggregate ent- 
halten. Bei der Beobachtung der Aggregate habe ich folgende Er- 
scheinung konstatiert: 
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Die Aggregate, bestehend aus vereinigten plasmatischen Kérperchen 
als auch jene, welche bereits das Aussehen von Kristallen haben, ent- 
wickeln SproBnarben. Die Narbenbildung tritt meistens an einer, 
seltener an mehreren Seiten der Aggregate auf. Die Sprossen bestehen 
aus homogenem Plasma. Anfangs sind sie halbkugelig, mit fort- 
schreitender Vergr6éBerung schniiren sie sich an der Beriihrungsfliche 
mit dem miitterlichen Gebilde ein, und schlieBlich teilen sie sich ab. 
Auf diese Weise entstehen ovale oder runde zellhautfreie Gebilde, 
aus homogenem Plasma bestehend. Die jungen Gebilde sind ohne 
Vakuolen, spiter entsteht in ihnen eine gréBere Anzahl derselben 
(Abb. 35). 

Zusammenfassung, 


In vorliegender Arbeit sind die Ziichtung und Eigenschaften 
neuer Kultur-Hefeformen (groBe, kleine, bakterielle Form) kurz be- 
schrieben. 

Die Abhandlung enthalt die Beschreibung der speziellen Lebens- 
erhaltung neuer Hefeformen und zwar Sporoidkérper, Plasomen und 
symplasmatische Form. 

Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich, daB das Leben der 
Hefe, nicht, wie vorausgesetzt wurde, an die Zelle gebunden ist, sondern 
an das Plasma. Es ist méglich,,das Plasma aus abgetéteten Zellen 
zu beleben und avs dem belebten Plasma vegetative Zellorganismen 


zu ziichten. 

Das Beleben des Plasmas bedeutet, daB es in einen physiologischen 
Zustand gebracht wird, in welchem es selbst befahigt ist, sich in Gebilde 
zu formieren, welche durch Sprossung in Zellorganismen tibergehen 
kénnen, oder konzentrierte Kérperchen zu entwickeln, welche die 
Fahigkeit zu diesem Ubergang besitzen. 

Die kleinste vermehrungsfaihige Lebensform der Hefezelle sind 
die aus dem Plasma entstehenden Plasomen, zellhautfreie Kérperchen 
von der GréBe 0,3 bis 0,8 4. Diese aus dem Plasma zerfallener Zellen 
in der bakteriellen Form entstandenen Kérperchen vermégen sich zu 
gréBeren Gebilden zu organisieren, welche sich bis zu vegetativen 
Zellen entwickeln. Diese Organisierung der Kérperchen, welche von 
verschiedenen Mutterzellen abstammen, kann man als _ ,,biologische 
Synthese“ der Zellen ansehen. 


Wie aus dem Studium der symplasmatischen Formen der Hefe- 
zelle hervorgeht, ist auch das ,,Sprossen‘‘ keineswegs eine spezifische 
Eigenschaft der Zelle, sondern des Plasmas. Das Plasma besitzt tiber- 
dies die Fahigkeit, eine Zellhaut zu bilden und so in Zellorganismen 
tiberzugehen. 
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Im Hinblick auf die angefiihrten Feststellungen scheint es not- 
wendig, die Ansicht iiber das Abtéten von Organismen durch chemische 
und physikalische Mittel einer Revision zu unterziehen. Die allgemein 
angenommenen Grenzwerte, welche zur Abtétung der Organismen 
ausreichen sollen, fuhren nur zu deren scheinbaren Abtétung. Die 
Organismen sind nach solchen Eingriffen vielleicht nicht zur Ver- 
mehrung in der Form, die der miitterliche Organismus hatte, fahig, 
aber sie sind trotzdem in anderen Formen vermehrungsfahig. Das 
Leben ist nicht nur an Plasma von allgemein bekannter Natur ge- 
bunden, sondern es kann auch in ,,kristallinischen Gebilden‘“ wie z. B. 
in den Eiwei®kristallen, vorhanden und nachweisbar sein. 








Uber den Zusammenhang von Guanidinstoffwechsel und Aktivitat 
der Leberarginase bei parathyreopriy tetanischen Hunden. 


Von 
A. von Beznak und K. Szedke. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitaét in Debrecen.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1931.) 


Zur Erklarung der parathyreopriven Tetanie gibt es gegenwartig 
zwei Theorien. Nach der ersten halten die Parathyreoiden den Ca-Gehalt 
des Blutserums aufrecht; fallt also ihre Funktion aus, so vermindert 
sich der Ca-Spiegei des Serums. Da aber die Konzentration von Na- 
und K-Ionen unverandert bleibt, wird die Zusammensetzung der 
Gewebssiafte in jener Richtung verschoben, welche zur Erhéhung der 
Erregbarkeit fiihrt. Nach der anderen Theorie ist die Aufgabe der 
Parathyreoiden die Entgiftung; falls die Parathyreoiden entfernt 
werden, haufen sich Krampfgifte auf, welche dann die Tetanie hervor- 
rufen. Als solche Gifte kénnten in erster Linie die Guanidine betrachtet 
werden. Die letztere Auffassung besitzt zwei Hauptstiitzen. Als erster 
Beweis wird der Versuch angefiihrt, nach welchem auch durch Guanidin- 
injektion eine Tetanie hervorgerufen werden kann, andererseits hat man 
im Stoffwechsel von parathyreopriv tetanischen Tieren Erscheinungen 
beobachtet, die auf eine Anhéufung von Guanidin hindeuten. Gegen 
beide Argumente sind viele Einwande erhoben worden. 

Ein vollstandiger Gegensatz herrscht aber beziiglich der Frage, ob 
im Blute und Harn von parathyreopriv und idiopatisch tetanischen 
Individuen die Menge des Guanidins zunimmt, oder nicht. 


Die diesbeziigliche Diskussion ist noch immer nicht beendet, denn bei 
der Durchsicht der Literatur findet man etwa 15 Angaben, welche fiir die 
Zunahme einer Guanidingattung im Blute, im Harn oder in den Fazes 
sprechen [so z.B. Paton Noel(1), Kiihnau (2), Sharpe (3), Frank (4), 
Shanks (5), Drdgstedt (6) usw.], wahrend ungefaihr acht Autoren keine 
Zunahme gefunden haben [z. B. Greenwald (7), Major, Orr und Weber (8), 
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Kuen (9), Noether (10), Haida und Liegmann (11)). Ausfiihrliche Literatur 
siehe bei Jacobson (12) und v. Bezndk (13). 

Die Erklarung der Tetanie durch Anhaéufung von Guanidin verlor 
in den letzten Jahren viel an Beweiskraft, trat aber durch die neueren 
Untersuchungen von Ellis [(14) (15) (16)] wieder in den Vordergrund. In 
seinen Versuchen konnte dieser Autor beweisen, daB, wenn man durch 
Guanidininjektionen bei Katzen einen tetanischen Zustand hervorruft, 
das Guanidin sich nicht im Blute und in den Muskeln anhauft, sondern im 
Gehirn und in der Leber. Er hatte auch bewiesen, daB es auch bei der para- 
thyreopriven Tetanie eine Guanidinanhaéufung gibt, und zwar ist die Ver- 
teilung dieses Stoffes dieselbe wie bei der Guanidinvergiftung. Wir sind 
also derzeitig nicht berechtigt, die Rolle des Guanidins bei der parathyreo- 
priven Tetanie zu leugnen. Die Anhaéufung des Guanidins wird auf ver- 
schiedene Ursachen zuriickgefiihrt. Sie wird z. B. von Drdgstedt (1. c. 6), 
Spadolini (17) und anderen so erklart, da8 das Guanidin, welches im Darm 
durch die Wirkung von proteolytischen Bakterien entstanden war, in 
erhéhter Menge resorbiert wird, da der Darmtrakt infolge der Abwesenheit 
der Parathyreoiden in pathologischem MaBe fiir Guandin durchlassig 
wurde. Nach Paton (l.c. 1) und Frank (l.c. 4) entsteht dagegen das 
Guanidin im Laufe des intermediaéren Stoffwechsels, und zwar nach Patons 
Meinung in der Leber aus der Cholingruppe des Lecithins und nach Frank 
aus dem Kreatin. Was die Annahme Franks betrifft, so ist bewiesen worden, 
daB die Umwandlung von Kreatin in Guanidin nicht eine Folge der tetani- 
schen Kontraktionen sein kann. Einer von uns [v. Bezndk (18)] konnte 
namlich zeigen, daB wahrend Muskelarbeit der (iuanidingehalt der 
Muskulatur unverandert bleibt. 


Wahrend die Guanidinanhaufung auf mehreren Wegen erklart 
werden kann, besitzen wir iiber den entgiftenden Mechanismus der 
Parathyreoiden nicht einmal eine Theorie. Im folgenden werden die 
Experimente beschrieben, welche zwecks Untersuchung einer solchen 
Erklarungsméglichkeit unternommen wurden. 

Guanidin kénnte aus Arginin durch oxydative Hydrolyse 
entstehen, es ist ja bekannt, daB der oxydative Abbau des Arginins 
in vitro fast quantitativ Guanidin liefert [Lossen (19), Kutscher und 
Otori (20)]. Eine ahnliche Spaltung kann mit den Organen von normalen 
Tieren weder in vivo, noch in vitro erzielt werden. Wird Arginin durch 
sie gespalten, so entsteht daraus infolge der Wirkung der Arginase 
immer Harnstoff. Falls die physiologische Bedeutung der Arginase 
darin besteht, das Arginin zu spalten, bevor es einer oxydativen Hydro- 
lyse unterliegen kénnte, um dadurch die Bildung von Guanidin zu 
verhindern, so kénnte die Arginase als ein Faktor des entgiftenden 
Mechanismus betrachtet werden, und es wire méglich, daB sie ihre 
Wirkung nur in Gegenwart der Parathyreoiden ausiiben kann. Eine 
ahnliche entgiftende Funktion wird von Edelbacher und Kraus (21) der 
Histidinase der Leber zugeschrieben. 


Fehlt also die Funktion der Parathyreoiden, so wird die Wirkung 
der Arginase entweder véllig oder wesentlich gehindert und das Arginin 
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dem oxydativen Abbau ausgeliefert. Eine solche Annahme kann um so 
wahrscheinlicher erscheinen, da in der Leber der  parathyreopriv 
tetanischen Tiere einige Anderungen der fermentativen Prozesse schon 
beobachtet wurden. So fand Weselkino (22) eine Anderung der auto- 
lytischen Vorgange der Leber, und nach Magath (23) vermindert sich 
nach Entfernung der Parathyreoiden die amylolytische, nukleolytische 
und lipolytische Wirkung des Blutes. 


Auf Grund dieses Gedankenganges bestimmten wir die Arginase- 
aktivitat in der Leber von normalen und parathyreopriv tetanischen 
Tieren. 

Die Versuche wurden an Hunden ausgefiihrt, bei welchen wir in Ather- 
narkose unter sterilen Bedingungen totale Thyreoparathyreoidectomie 
ausgefiihrt hatten. Die Operation wurde nach einer Hungerperiode von 
24 Stunden durchgefiihrt, nach der Operation erhielten die Tiere taglich 
200 g Fleisch und Wasser ad libitum. Die Arginaseaktivitét wurde nur 
bei solechen Hunden untersucht, welche schwere tetanische Symptome 
zeigten, d.h. Hyperthermie, Hyperpnoe und tetanische Krampfe. 

Als Kontrolle dienten Hunde von ungefahr gleichem Gewicht und 
gleichem Geschlecht. 

Die Aktivitiét der Leberarginase wurde nach Edelbachers Methode 
[Sabalitschka (24)| untersucht. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle angefiihrt. 
Aus den Versuchen hat sich ergeben; daB die Arginaseaktivitat in der 
Leber von normalen und parathyreopriven Hunden ungefahr die gleiche 
ist, wenigstens konnte eine deutliche Verminderung in keinem Falle 
festgestellt werden. 


Es hat sich zweifellos gezeigt, daB die Leber von tetanischen 
Hunden keine wesentliche Verminderung der Arginaseaktivitat erleidet. 
Liegt die physiologische Bedeutung der Arginase, wie oben angenommen, 
in der Vorbeugung der oxydativen Hydrolyse, d. h. in der Bildung von 
Harnstoff, bevor aus dem Arginin Guanidin gebildet werden konnte, 
so iibt sie diese Wirkung bei parathyreopriven Tieren in derselben 
Weise aus, wie bei den normalen. Diese Beobachtung schlieBt gleich- 
zeitig die Méglichkeit aus, daB das Guanidin bei der parathyreopriven 
Tetanie aus dem Arginin entstehen kénnte. Wie schon erwahnt, ist die 
Anhaufung des Guanidins auch nicht den Muskelkontraktionen zu- 
zuschreiben [v. Bezndk, |. c. (18)]. Dagegen erhéht sich dadurch die 
Wahrscheinlichkeit der schon ebenfalls erwihnten Annahme [ Paton, 
l. c. (1)], welche die Guanidinbildung als ein Produkt des intermediiren 
Stoffwechsels aus der Cholingruppe des Lecithins ableitet. Eine weitere 
Stiitze findet diese Méglichkeit in der Beobachtung, daB das Guanidin 
eben in jenen Organen sich anhauft, welche relativ den gréBten Lecithin- 
gehalt aufweisen. 
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Arginasebestimmungen. 





Erste Titration Zweite Titration 
l0cem Arginincarbonatlisung 5ecm Arginincarbonatlisung 








Dauer +5cem Lebersuspension 
der — 
Inkubation Verbrauchte Verbrauchte 
n/5 NaOH in ecem n/5 NaOH in cem 
on Resultat ee et | ee 
Std. Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch 


A. Normale Hunde 


3 0,00 2,96 2,96 | 0,32 2,74 2,42 

6 0,03 2,99 2,96 | 0,59 3,67 2,98 

24 0,09 3,32 8,21 0,55 3,27 2,63 

24 0,05 3,92 3,87 0,88 4,72 3,74 
B. Parathyreopriv tetanische Hunde 

3 0,03 2,77 2,74 0,32 2,80 2,48 

3 0,02 2,98 2,96 0,32 2,69 2,37 

3 0,00 3,15 3,15 0,24 2,12 1,88 

4 0,00 2,90 2,90 0,25 3,18 2,88 

6 0,00 2,95 2,95 0,24 2,99 2,75 

6 0,03 3,06 3,03 0,38 2,77 2,39 

12 0,02 3,09 3,07 0,34 3,29 2,95 

24 0,02 8,18 3,16 0,36 3,26 2,90 

24 0,04 3,08 3,04 0,47 3,69 3,22 
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Die regulatorische Wirkung der Hefe auf die einseitige 
Ernahrung yon Ratten. 


Von 
Tomiji Osuka. 


(Aus der Experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1931.) 


1. Einleitung. 


Die Wirkung einseitiger Ernahrungen insbesondere auf den 
Glykogengehalt der Leber ist bereits haufig und an verschiedenen Tier- 
sorten untersucht worden. 

Was die reine Eiweifernahrung anbetrifft, so fiihrte die Verfiitterung 
kohlenhydratfreier EiweiBkérper, wie z. B. des Caseins, bei Fréschen 
nicht zur Glykogenbildung (1). Ferner wurde gezeigt, daB Ratten bei 
ausschlieBlicher Ernahrung mit Casein unter histologisch nachweisbarer 
Anhaufung von Fett in der Leber zugrunde gehen (2). Dabei ergab sich, 
daB die Mengen der nicht fliichtigen Fettséuren, bestimmt nach der 
Methcde von Kumagawa-Suto, in der Leber gegeniiber den Kontroll- 
tieren erheblich zugenommen hatten. Auf die Glykogenverringerung in 
der Leber bei vorherrschender Caseinernahrung ist erst neuerdings 
wieder hingewiesen (3) und zugleich betont worden, daB die einseitige 
Kost keine Verainderungen im Muskelglykogengehalt hervorzurufen 
vermag. 

Bei einseitig mit Zucker iiberfiitterten Tieren, und zwar handelte 
es sich hier um Kaninchen, wurde Glykogenschwund festgestellt (4). Im 
Gegensatz dazu erhielten Hungertiere ihre Glykogenbildungsfahigkeit. 
Bei einer Kost, die 60° ihres Gesamtkaloriengehalts in Form von 
Starke enthielt, zeigten Ratten einen Leberglykogengehalt, der von 
dem bei einer gemischten Kost erzielten nicht wesentlich verschieden 
war (3). Sind jedoch 60°% des gesamten Kaloriengehalts der Nahrung 
durch Rohrzucker gedeckt, so ist der Leberglykogengehalt deutlich 
erhéht. Dieses Resultat wurde ebenfalls bei Ratten gefunden, ist also 
dem bei Kaninchen gefundenen entgegengesetzt. 
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Bei einer Grundkost von Butter-Fett nach 1 bis 2 Tagen Fasten 
zeigten sich keine Anzeichen fiir die Bildung nennenswerter Mengen 
von Leberglykogen (5). Andererseits wurde bei Ratten eine Erhéhung 
des Leberglykogengehalts gefunden, wenn 60°, des Kaloriengehalts 
der Kost durch Schmalz gedeckt waren (3). 


II. Anordnung der Versuche. 

Diese Arbeit dient nun der Beantwortung der Frage, inwieweit die 
Hefe als regulatorischer Faktor bei der einseitigen Ernahrung von Ratten 
wirken kann, die auBer dem im Uberschu8 gegebenen einseitigen Futter 
noch ein tagliches EiweiSexistenzminimum und eine Vitaminzulage er- 
halten. Ich wollte damit bestimmten pathologischen Verainderungen vor- 
beugen, denn es ist ja z. B. bekannt, daB bei Ernaihrung mit ungeniigenden 
Mengen N-haltiger Substanz ein Abbau der Muskelsubstanz auftritt (6). 

Die Ergebnisse an etwas bewegten Tieren hatten ein starkeres Interesse 
fiir mich als die an ausgesprochen ruhigen, so daB ich alle Rattensorten 
nacheinander in einer Lauftrommel taglich etwa 1 Stunde laufen lieB. 
Nach dem Laufen wurden die Ratten einzeln in Glaser gesetzt und erhielten 
dort ihr EiweiSminimum, das aus 0,3 g Casein pro Tier bestand, und eine 
Vitaminzulage von 0,5cem frischen Orangensaftes. Jede zweite Ratte 
erhielt noch eine Zulage von 0,4 g Hefe. Alles wurde mit wenigen Kubik- 
zentimetern Wasser verriihrt. Die Tiere fraBen das Gemisch meist in wenigen 
Minuten auf und kamen dann in ihre Gruppenkafige zuriick, in denen sie 
darauf ihre eigentliche Hauptmahlzeit erhielten. 

Im Gruppenkaéfig I bekamen die Tiere als Hauptmahizeit ein ge- 
mischtes Fiitter aus Casein, Traukenzucker und Schweineschmalz im 
Uberschu8. ‘Im Kasten IT erhielten die Ratten als Hauptmahlzeit Casein 
(,,Casein fiir Ernaéhrungszwecke“). Im Kasten III saBen die Fettratten. 
denen als Hauptmahlzeit Schweineschmalz gegeben wurde. Im Kasten IV 
schlieBlich befanden sich die Tiere, die nur Traubenzucker (,,Dextropur*’) 
erhielten. In den Kéfigen V bis VIII lebten bei entsprechender Ernahrung 
die Kontrolltiere, welche nach dem Laufen noch eine Extrahefezulage zum 
Eiwei8minimum und Orangensaft erhalten hatten. Das gemischte Futter 
bestand aus 2 Teilen Kohlenhydrat sowie aus je 1 Teil Fett und Casein. 
Die Nahrungssorten, die die einseitig ernéhrten Tiere als Hauptmahlzeit 
erhielten, wurden in solchen Mengen gegeben, daB das tagliche Quantum 
gréBer war, als es die Ratten in 24 Stunden auffressen konnten. 

Ich habe die Versuche nur eine bestimmte Zeit gehen lassen kénnen, 
da mich mehr als das Endresultat die Skala aufeinanderfolgender Glykogen- 
und Fettwerte in Leber bzw. in Leber und K6rper in gewissen Zeit- 
absténden interessierte. Deshalb habe ich in regelmaBigen Abstanden je 
ein Nichthefetier und ein Hefetier getétet und analysiert; und wenn auch 
der Glykogengehalt in der Leber bei vielen Tieren bereits deutlich den 
Hungerzustand anzeigt, so ist doch keins der Tiere wahrend des Versuches 
gestorben. Dies ist bei Vergleich mit den Literaturangaben, die Tiere 
betreffen, die meistens ausschlieBlich mit dem einseitigen Futter bis zu 
ihrem Tode gefiittert wurden, zu beachten. 


Ill. Tabellen. 


Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen niedergelegt 
worden. 
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Tabelle I. 
Daten der Ratten. 
Se 25 
Rasse e 3 Ar Ge- Genaues + 
Ratte — <5 Rn End- wate Kirper- p.. — ex 
bunt) : 4c gewicht &°™ tcht renz gowtens hes 
Nr. Li Sé 
a) Ratten mit Gemischtfutter ohne Hefe. 
1 B 9—0 | 13 125 120 — 5 117.3 | 4,872 | 4,154 
2 W | 21—0 | 27 100 130 + 30 128.4 5306 , 4,132 
3 B 3838—0 41 95 130 +35 127.8 4,719 3,693 
Durchschn.- 
Werte . 21—0 27 106,7 | 126,7 + 20,7 1245 4966 3,989 
b) Ratten mit Gemischtfutter und Hefe. 
4 B 9—0 | 13 110 115 + 5 114,7 | 5402 | 4,710 
5 Ww | 21—0 | 27 120 150 +30 147.2 | 5,088 | 3,457 
6 B 33—0 41 99 130 +40 135.0 | 5393 3,995 
Durchschn.- 
Werte . 21—0 27 106,7 131,7 | + 25,0 132,38 | 5,294 4001 
c) Ratten mit Eiweibfutter ohne Hefe. 
7 B 8—0 | 12 130 110 — 20 108.8 | 4881 4,48€ 
8 W 20-0! 26 130 105 —25 1938 | 5.024 4840 
9 B 32—0\ 40 140 100 —— 40 97.9 4,253 4,344 
Durehschn.- 
Werte. . 20—0 26 133.3 105 — 283 103.5 4.719 | 4,559 
d) Ratten mit Eiweibfutter und Hefe. 
19 B 8—9 | 12 130 115 — 15 112.0 5,090 | 4,545 
Ww 20—0 26 140 135 — 5 131.7 , 6,960 5,285 
12 B 32—0 40 130 135 + 5 132.9 5,318 4.02 
Durchschn.- 
Werte. . 20—9 26 133,3' 1283 — 5 125.5 5,789 4,613 
e) Ratten mit Fettfutter ohne Hefe. 
13 3 11—0 16 150 95 — 45 90,3 3,765 | 4,169 
14 W |'23—0 30 140 90 — 50 85.6 2.598 3,085 
15 B 35—0 44 159 105 —45 1042 3.472 3,332 
Durchschn.- 
Werte. . 23—0 30 146,7 96,7 — 50 93.4 3278 3,510 
f) Ratten mit Fettfutter und Hefe. 
16 B 11i—0 16 140 125 —15 1251 4315 3,449 
17 w | 23—0 | 30 120 100 — 20 97.4 4.989 4,095 
18 B 35—0 44 140 130 — 10 126,1 3,600 2 855 
Durchschn.- 
Werte. . 23—0 | 30 138.3; 1183 —15 116.2 3968 3,415 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


























aS | $. zs 
Rasse| = eS Ge- == 
Ratte (wei) Sz [se — End- | Wichts- Genanes tee | £® 
Nr. a + mi 
g) Ratten mit Kohlenhydratfutter ohne Hefe. 
19 | B | 14—0/;19 |; 105 85  —20 82,3 | 3,457 | 4,200 
20 | W  26—0 | 33 150 110 —40 | 1060 | 4,180 3,943 
21 | B  38—0 47 160 110 | —50 | 1092 | 3,658 3,350 
Durchschn.- || 
Werte. .|| 26—0 33 138,3, 101,7, — 36,6, 99,2 | 3,765 | 3,795 
h) Ratten mit Kohlenhydratfutter und Hefe. 
22 B | 14—0! 19 115 100 | —15 99,0 3,603 | 3,640 
23 WwW 26—0 | 33 150 125  —25 | 124.2 | 4,068 | 3,275 
24 B | 38—0 | 47 160 125 —385 | 122.7 | 3,873 | 2,749 
Durchschn.- 
Werte. . 26—0 | 33 | 141,7|; 116,7; —25 | 115.3 | 3,681 | 3,193 
Tabelle II. Glykogenwerte der Leber. 
| iykogen in leg | Ss | Glykogen in || 2 2 | 2s 
frischer || S33 | S&S |  frischer 5% | S65 
Ratte | Substanz | SSH | 22d Ratte | Substanz San | 224 
| Fhe | HSA _||£&s #54 
I. I" sis* ‘ gl 5 _ is 
ms §F * 1 8 we | %o Nr. ; vle g 6 J 
‘Retten mit Gemisshtfatter sia Hefe, Ratten mit Gemischtfutter und Hefe. 
1 5,54 | 0,270 36,95 | 14,99 4 4,44 | 0,240 35,06 | 12,66 
2 5,92 0,284 33,90 | 17,46 5 | 3,92 | 0,200 32,20 | 12,17 
8 £j4' 0,195 32,48 | 12,75 6 _| 5,17 | 0,201 | 32,61 | 15,85 
Durchschn.- | Durchschn.- 
Werte . . | 5,20 | 0,250 || 34,78 | 15,07 Werte. .. 4,51 | 0,214 33,29 | 13,56 
Ratten mit Eiweiffutter ohne Hefe. Ratten mit EiweiSfutter und Hefe. 
7 || 0,54 | 0,026 | 29,85 | 1,81 10 || 1,48 | 0,075 || 29,61 5,00 
8 i, 98 0,062 | 25,64 4,80 11 2, —t | 0, 166 | 33,53 | 7,10 
ae 0,81 | 0,034 | 28, 74 | 282) 12 1,32 10 ,070 |) 29,30 4,51 
Durchschn.- Durchschn.- 
Werte . .| 0,86 | 0,041 28,08 | 3,14 Werte. .| 1,73 0,104) 30,81 5,54 


Ratten mit Fettfutter ohne Hefe. 


13 || 0,22 | 0,008 || 39,53 | 0,56 

14 | 0 24 | 0,006 | 33. 01: 0,73 

15 0, 0,85 | 0, 030 83, 68 2,52 
Daioain> | -| 

Werte. .|| 0,47 0,015 35,41 | 1,27 


Ratten m. Kohlenhydratfutter ohne Hefe. 


Ratten mit Fettfutter und Hefe. 


16 | 1,89 | 0,060 | 32.73! 4,25 

17 | 1,32 0,053 | 35,48 | 3,72 

_— Ses 81 0, 065 33,42 | 5,42 
Durchschn. - 

Werte. 1,51 | 0,059) 33,84 4,46 


Ratten m. Kohlenhydratfutter und Hefe. 





19 | 7,46 | 0,258 | 32,48 | 22,97 
20 | 711 0,297 34,88 | 20,38 
__ 21 6a | 0,184 82,41 15,55 
Durchschn.- 
Werte . . || 6,54 | 0,246 | 33,29 | 19,63 





22 7,13 | 0,257 || 31,14 | 22,90 
23 4,77 | 0, 194 | | 82, 55 | 14, 65 
24 5,77 0 195 ! 32,51 ‘17, 75 
Durchschn.- | | 
Werte . .. 5,89 | 0,215 32,07 | 18,43 
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Tabelle III. 


Fettwerte von K6orper und Leber. 





Ratte 


) 

3 
Durchschn.- 
Werte. . 


6 


Fett in frischer Substanz 


o/, in 


g in 


K.o. L 


a) Ratten mit Gemischtfutter ohne Hefe. 


3,14 
2,07 
2,50 


2,57 


3,74 
4,81 
4,82 


4,46 


3,711 
2.803 
3.806 


8,529 
2,548 
38,078 


3,607 | 3,052 


0,182 
0,255 
0,228 


0,222 


Ratten mit Gemischtfutter und Hefe. 


3,00 
1,45 
2,16 


4,13 
4,44 
4,77 





Durchschn.- 
Werte. . 


7 
8 
i] 


Durchschn.- 
Werte. . 


10 3,53 
11 1,60 
12 2,40 


I burchechn.- 


Werte. .| 2,51 


13 

14 4,99 

15 b4 3,17 
Durchschn.- 


Werte. . 4,06 


16 3,04 
17 4,45 
18 3,43 


Durchschn.- 


Werte. . 3,64 


2,20 


4,45 


8,502 
2,283 


3,056 


2,947 


3,279 
2,060 


2,799 


2,713 


0,223 
0,223 
0,257 


0,234 


c) Ratten mit Eiwei$futter ohne Hefe. 


1,87 
1,45 
1,64 


1,65 


3,33 
4,09 
3,59 


3,67 


2,106 
1,638 
1,688 


1,811 


1,943 
1,433 
1,535 


1,637 


0,163 
0,205 


0,153 


0,174 


d) Ratten mit Eiweiffutter und Hefe. 


3,55 
1,49 
2,36 


2,47 


3,19 
3,67 
3,44 


3,43 


3,957 
2,113 
3,194 


3.088 


3,795 
1,858 
3,011 


2,888 


0,162 
0,255 
0,183 


0,200 : 


e) Ratten mit Fettfutter ohne Hefe. 


3,60 
4,90 
3,07 


3,86 


13,85 


7,24 
6,21 


9,10 


3,635 
4,271 
3,307 


3,738 


3,114 
4,082 


3,091 


3,429 


0,521 
0,189 


0.216 


0,309 


{) Ratten mit Fettfutter und Hefe. 


2,89 
4,27 
3,36 


3,51 


7,33 
9,40 
5,82 


7,52 


* K.o. L. = Kérper ohne Leber. 


| 3,807 
| 4,722 


4,326 


4,285 


3,491 
4,347 
4,116 


3,985 


0,316 
0,375 
0,210 


0,300 


Trocken- 


gehalt 
der 
Leber 


0 
0 


36.95 
33,90 
32,48 


34,44 


35,06 
32,20 
32,61 


33,29 
29,85 


25,64 
28,74 


Fett in 
trockener 
Leber 


10,12 
14,19 
14,84 


13,05 


11,78 
13,79 
14,63 


13,40 
11,16 


15.95 
12,49 


28,08 


29.61 
33,53 
29,30 


30,81 


39,53 
33,01 
33,68 


35,41 


13,20 


10,77 
10,95 
11,74 


11,15 


35,04 
21,93 
18,44 


25,14 


22,40 
26,49 
17,41 


22,10 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
Fett in frischer Substanz Trocken- Pott in 
aan NRIs cxemainas ee “ae — ————— wale | wee 
Ratte in g in vier a ee 
Nr K K. 0. L. L. K. K. 0. I I ‘ 0 
g) Ratten mit Kohlenhydratfutter ohne Hefe. 
19 1,36 1,33 2,47 1,132 1,048 | 0,084 32.48 7,61 
20 1,38 1,27 4,12 1,467 1,295 0,172 34,88 11,81 
21 2,97 2,02 3,66 2,265 2,131 0,134 32.41 11,29 
Durchschn.- 
Werte. .| 1,60 1,54 3,42 1,621 1,491 0,130 | 33,29 10,24 
h) Ratten mit Kohlenhydratfutter und Hefe. 
22 2,64 2,62 3,14 2,612 2,499 | 0,113 || 31,14 10,08 
23 3,19 3,20 8,04 3,967 , 3,843 0,124 32,55 9.34 
24 2,25 2.50 3,28 8,094 | 2,983 | 0,111 32,51 10.09 
Durchschn.- 
Werte. . 2,69 2,77 3,15 3,224 3,108 0,116 32,07 9,87 
Tabelle IV. 
Zusammenstellung der Durchschnittsglykogenwerte. 
Ratten ohne Hefe Ratten mit Hefe 
! See eet ae Te 
A In frisché Leber- In frischer ‘ 4 Leber- 
des Putters "Leber ‘ ao gd gewicht . abet a gewicht 
weber pro 100g seber pro 100g 
Z 7% ms a, lier Te Z on Tier 
Gemischt 5,20 0,250 15,07 3,989 | 4,51 0,214 13,56 4.001 
Eiweib . 0.86 0,041 3,14 4,559 || 1,73 0,104 5.54 4,613 
Fett . O47 0,015 1,27 8.510 | 1,51 0,059 4,46 3,415 
Kohlenhydrat 6,54 0,246 19,63 3,795 5,89 0,215 18,43 3,193 
Tabelle V. 
Zusammenstellung der Durchschnittsfettwerte. 
In frischer Substanz In 
Art doo Fusiere | ote | Aztengr-| Beds. ayia] wim *yene® 
kK I K I 0! 
Ginieds. { — 106,7 126,7 264 446 3,607 0,222 13,05 
pein 1 + | 106,7  181,7 248) 4,45 2947 0234 18,40 
eee. <e. 133,3 105,0 1,74 | 3,67 1,811 0,174 13,20 
F | + 133,3 128.3 2.51 | 3,43 | 3,088 0,200 11,15 
Fett {i — 146,7 96,7 4,96 | 9,19 3,738 | 0.309 25,14 
. Wl + 133,38 1183 364 7,52 4285 0,300 22,10 
Kohlenhvdrat ji — 138,3 101,7 160 342 1,621 0,130 10,24 
— \| + 141,7 116.7 2,69 | 3,15 3,224 0116 9,87 
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1V. Ergebnisse. 

Bei gemischtem Futter ist der Glykogengehalt der frischen Leber 
bei den mit Hefezusatz gefiitterten Ratten ein wenig niedriger als bei 
den ohne Hefezulage gefiitterten Ratten. Wir werden uns weiter unten 
mit dem Vergleich dieses Ergebnisses mit den Ergebnissen Alterer 
Arbeiten befassen. 

Bei reiner EiweiB- oder Fettnahrung vermag die Hefe den Glykogen- 
gehalt der frischen Leber um ein Mehrfaches zu steigern, allerdings 
deutet das an und fiir sich niedrige Niveau bereits auf Tiere im Hunger- 
zustand mit bereits eingetretenem Glykogenschwund hin. Immerhin 
ist der bedeutende EinfluB der Hefe unverkennbar zu sehen. 

Die Fettwerte in der frischen Leber sind bei gemischtem Futter 
mit und ohne Hefezulage fast gleich, wie es iibrigens ahnlich in einer 
friiheren Arbeit von mir (7) bei einem anderen gemischten Futter ge- 
funden wurde. Das gilt auch fiir die frische Kérpersubstanz. Allerdings 
sind gemaB der Verschiedenheit des Futters die absoluten Zahlen unter- 
einander nicht identisch. 

Bei reiner EiweiBernahrung wirkt die Hefe stark fettsteigernd im 
K6rper, wahrend in der Leber ein geringer Abstieg vorhanden ist. Bei 
reiner Fetternahrung sinkt dagegen der Fettgehalt sowohl im Kérper 
wie in der Leber um ein Betrachtliches. Bei einseitiger Kohlenhydrat-, 
und zwar Traubenzuckerernahrung ist der Fettansatz im Kérper stark 
gesteigert, wahrend er in der Leber um ein Geringes erniedrigt ist. 


In meiner bereits erwaihnten alteren Arbeit (s. oben) betrug die 
Glykogensteigerung in der Leber etwa 20°, in einer schon linger 
zuriickliegenden Arbeit (8) etwa 100°, bei den Hefetieren. Wenn man 
durch Gabe eines Hefekonzentrats die Hefezufuhr steigerte, bekam man 
ebenfalls 100°,ige Steigerungen des Leberglykogens (9). Immer waren 
die Ratten bei gemischtem Futter gehalten worden. 


Man kann zuniachst nicht behaupten, daB die Tiere bei der ge- 
mischten Nahrung des hier vorliegenden Versuchs gehungert hatten, 
denn sowohl die Hefetiere wie die anderen nahmen an Kérpergewicht 
zu (vgl. die Tabellen). Es zeigt nun aber eine Durchsicht der Protokolle 
der verschiedenen Arbeiten iiber Ratten mit gemischter Nahrung, daB 
der Glykogenzuwachs in der Leber bei den Hefetieren um so niedriger 
ist, je hGher der Glykogengehalt der Leber der Kontrolltiere ohne Hefe ist. 


Bei gemischter Nahrung kann also, sofern nicht eine besondere 
Korperanstrengung dem Tode der Tiere unmittelbar voraufgeht — 
und alle diese Ratten waren vor dem Tode 24 Stunden in Ruhe! —, 
die Hefe keine sichere Steigerung des Leberglykogens bewirken, be- 
sonders nicht, wenn auf Grund ihrer Zusammensetzung durch sie 
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schon ein hoher Leberglykogengehalt garantiert ist, wie das in dem 
vorliegenden Versuch offenbar der Fall ist. 

Die Hefe wirkt dann deutlich glykogenisierend, wenn der Glykogen- 
verbrauch durch kérperliche Anstrengung gesteigert ist, oder wenn die 
Nahrungszusammensetzung derart ist, daB fiir die Belieferung des 
K6rpers mit Glykogen ungiinstige Bedingungen vorliegen (wie z. B. bei 
einseitiger EiweiB- oder Fetternahrung). Bei vornehmlicher Zucker- 
ernahrung liegen die Verhaltnisse fiir die Glykogenbildung an sich 
schon giinstig, fast so giinstig wie bei gemischter Nahrung. Darum 
hatte auch bei den Zuckertieren Hefezusatz zur Nahrung keinen nennens- 
werten Effekt auf das Leberglykogen; obschon die allgemeinen Lebens- 
bedingungen bei gemischter Nahrung giinstiger sind (Gewichtszunahme !) 
als bei einseitiger Zuckernahrung (Gewichtsabnahme!). Auch die Fett- 
und EiweiBratten zeigten diese Gewichtsabnahme, die allerdings bei 
den mit Hefezusatz gefiitterten Tieren bedeutend geringer war als bei 
den Kontrolltieren. 

V. Zusammenfassung. 

1. Bei gemischter Nahrung wirkt Hefezugabe vielfach dann steigernd 
auf das Leberglykogen, wenn ein erhéhter Verbrauch durch Muskel- 
anstrengung unmittelbar der Tétung der Tiere voraufgegangen ist, 
vielfach auch dann, wenn durch die Art der Zusammensetzung der 
gemischten Nahrung bestimmte Lebensbedingungen geschaffen sind. 

2. Bei einseitiger Ernahrung wirkt Hefezugabe zur Nahrung dann 
steigernd auf das Leberglykogen, wenn kein gesteigerter Verbrauch 
durch kérperliche Anstrengung unmittelbar der Tétung der Tiere 
voraufgegangen ist, wenn aber durch die Einseitigkeit der Ernihrung 
eine mangelhafte Speisung der Leber mit Glykogenlieferanten bedingt 
ist (Fett- und EiweiBtiere). Ist durch die einseitige Ernaihrung die 
Speisung der Leber mit Glykogenlieferanten gewahrleistet (Zucker- 
tiere), so hat Hefezulage keinen EinfluB auf den Glykogengehalt der 
Leber, wenn gesteigerter Glykogenverbrauch nicht der Tétung un- 
mittelbar voraufgegangen ist. 

3. Fiir die glykogenanreichernde Wirkung der Hefe braucht neben 
dem Glykogenverbrauch und der Lieferung der Glykogenbausteine 
durch die Nahrung der allgemeine Ernahrungszustand der Tiere keine 
wesentliche Bedeutung zu haben, denn bei steigendem Kérpergewicht 
kann eine glykogenisierende Wirkung der Hefe fehlen (gemischte 
Nahrung, mangelnder Glykogenverbrauch), waihrend umgekehrt bei 
fallendem Kérpergewicht die glykogenisierende Wirkung der Hefe 
vorhanden sein kann (EiweiB- und Fettiere, mangelnder Verbrauch). 
Sie kann aber auch bei fallendem Kérpergewicht fehlen, wenn die 
Belieferung mit Glykogenbausteinen stark ist und kein gesteigerter 
Verbrauch vorhanden ist (Zuckertiere). 
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Uber die Einwirkung Imingruppen bildender Substanzen 
auf den Zuckerabbau durch Hefe. 


Beitrag zur Kenntnis der Cozymasewirkung. 
I. Mitteilung. 


Von 


Fritz Zuekerkandl und Luise Messiner-Klebermass. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1931.) 


DaB der Kohlenhydratstoffwechsel, Aufbau und Abbau von 
Zuckern in tierischen und pflanzlichen Organismen irgendwie mit dem 
Eingreifen stickstoffhaltiger Substanzen zusammenhange, ist schon 
lange vermutet worden. Zwar dachte man friiher, daB der Zucker es 
sei, dessen Verbrennung die Energie zum Abbau der Eiweif$kérper 
im Organismus liefere. In neuerer Zeit neigt man jedoch der entgegen- 
gesetzten Ansicht zu, und so hat insbesondere Knoop! die Meinung 
ausgesprochen, die alte Redensart von der ,,Verbrennung des EiweiBes 
im Feuer der Kohlenhydrate“ scheine ihm umgekehrt zu liegen. Knoop 
schreibt den Aminosauren bei einer gewissen Phase des Zuckerabbaues 
eine fermentartige Wirkung zu. 

.Die Beobachtungen iiber die Einwirkung stickstoffhaltiger Substanzen 
auf den Zuckerstoffwechsel lassen sich in drei Gruppen einteilen: 

l. Es hat sich gezeigt, daB eine Steigerung des Zuckerabbaues, wie 
sie z. B. in der Wachstumsperiode von Keimlingen auftritt, von dem ver- 
mehrten Auftreten von Eiwei8spaltprodukten begleitet ist. Da aber diese 
Parallelitat durch die allgemeine Steigerung der Lebenstatigkeit der Zellen 
bedingt ist, so sagt diese erste Gruppe tiber die wirklichen Zusammenhange 
nichts aus. 

2. Bei der Hydrolyse von Eiwei8kérpern bilden sich Huminsduren. 
Maillard? konnte aéhnliche Verbindungen durch Einwirkung von Amino- 
séuren auf 40° ige Glucoselésung darstellen. Jwanoff* gelang die Bildung 
von Huminséuren auch bei verdiinnten Glucoselésungen, allerdings nur 
in Gegenwart von Alkali. Zuckerkandl* konnte nachweisen, daB Glucose, 


1 F. Knoop, diese Zeitschr. 127, 206, 1921. 

2 L.C. Maillard, C.r. 154, 66, 1912. 

3 N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 120, 1, 1921. 

4 F. Zuckerkandl u. L. Messiner, ebendaselbst 226, 395, 1930. 
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die durch eine wasserige Suspension von Tierkohle nicht angegriffen wird, 
in Gegenwart von bestimmten Aminoséuren und aromatischen Aminen 
unter Bildung von unléslichen Substanzen zerstért wird. Dabei wurde die 
fiir vorliegende Arbeit wichtige Tatsache festgestellt, daB nur solche Ver- 
bindungen wirksam sind, welche bestaéndige Imingruppen zu bilden ver- 
mégen. So erwiesen sich in der aromatischen Reihe para- Phen ylendiamin- 
chlorhydrat und Anilinchlorhydrat als wirksam. Beide gehen durch die 
oxydierende Wirkung der Kohle in das Chinondiimin (1) oder Chinonmono- 


NH, NH NH, OH NH, NH NH, OH 
—_ ). == (II) and (iii) ==. (IV) 
NH, NH H,.N OH 0 0 


imin (III) bzw. deren Abkémmlinge iiber, welche ihrerseits durch Entzug 
von Wasserstoff oder Wasser auf die Glucose kondensierend wirken und 
dabei Amin zuriickbilden oder in das unbestaéndige Oxyamin (I1), (IV) iiber- 
gehen. Solche aromatische Amine, die durch Substitution der beiden 
Amidwasserstoffe oder durch Parasubstitution an der Iminbildung gehindert 
sind, wie z. B. Dimethylanilinchlorhydrat (V) oder para-Nitranilin (VI) 


- CH, ola 
N (Vv 0,N NH, (VD 
/”-\on, 


; 


bleiben vollkommen unwirksam. Unter den Aminosaéuren sind J'yrosin 
und in schwaécherem MaBe Phenylalanin wirksam. Hier erscheinen die 
Iminogruppen durch die Nachbarschaft der sauren Phenylgruppe und der 
noch stérker sauren Oxyphenylgruppe stabilisiert. Das Gleichgewicht 
zwischen Iminoséure und Ketoséure scheint ganz auf seiten der ersteren zu 
liegen (VII). 
NH O 
(VII) 
R—C—COOH + H,O [= R—C—COOH + NH, 


Hingegen erweisen sich die aliphatischen Aminoséuren als wenig 
wirksam; bei ihnen befindet sich offenbar das Gleichgewicht auf seiten de 
Ketoséuren. Ebenso negativ verlauft die Einwirkung von Harnstoff und 
von aliphatischen Aminen. 

3. Uber die direkte Einwirkung von Stickstoffabkémmlingen auf 
Zucker oder deren Spaltstiicke unter physiologisch méglichen Bedingungen 
ist, abgesehen von der Bildung von Huminsaéuren, nur sehr wenig bekannt. 
Knoop (a.a.O.) hat die Behauptung aufgestellt, daB die beim Zucker- 
abbau auftretende Brenztraubensdure auf Iminoséuren unter Bildung 
acetylierter Aminosaéuren einwirke (VIII). 


H 
R—C—C OOH+ CH,.C—COOH R—C—COOH + CO, (VIII) 
NH 0 NH 


O—C—CH, 
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Neuberg' konnte zeigen, daB Glucoselésungen durch Hinzufiigen von 
Aminoséuren in ihrer Drehung stark beeinfluBt werden und offenbar Molekiil- 
verbindungen dieser beiden Komponenten auftreten. Er zeigte ferner, 
daB diese Gemische schneller vergdren als Glucose allein. Diese Molekiil- 
verbindungen sollten auch unter physiologischen Bedingungen eine Vor- 
stufe des Zuckerabbaues bilden. 

Strain® konnte eine sehr interessante Umwandlung von Glycerin- 
aldehyd in Methylglyoxal beschreiben. Durch die Arbeiten von Neuberg* 
war Methylglyoxal als Zwischenprodukt beim Zuckerabbau mit gréBter 
Wahrscheinlichkeit sichergestellt worden. Von anderen Forschern (Embden 4, 
Lebedew*) war wiederum der Glycerinaldehyd als erstes Abbauprodukt an- 
gesehen worden. Strain lieB nun bei Zimmertemperatur auf eine Lésung 
von Glycerinaldehyd verschiedene aromatische Amine einwirken und konnte 


eine Umwandlung des Glycerinaldehyds in Methylglyoxal nachweisen. Die 
Reaktion vollzieht sich nach folgender Gleichung: 
OH 
H H | Ju H 
C—C—Cgy = C=—C—C + H,O = CH,—C—Cx + H,O. 
0 0 lig ‘Oo 
Hg OH H, OH O 
Die Amine bewirken also Wasserabspaltung. Diese Umwandlung 


erfolgt nicht vollstaéndig, sondern bleibt bei einer Menge von 50°, der 
theoretischen Menge von Methylglyoxal stehen. Wird die Reaktion in 
Gegenwart eines Abfangmittels, des meta-Nitrophenylhydrazins, ausgefiihrt, 
so gehen 100 %, des Glycerinaldeh yds in Methylglyoxal iiber. Eine theoretische 
Deutung,. dieser Vorginge gaben die Autoren nicht. 

Wir haten nun den direkten Nachweis des Eingriffes stickstofy- 
haltiger Substanzen beim Zuckerabbau in folgender Weise erbracht: 

Die schénen Arbeiten von Lundsgaard® einerseits und Barren- 
scheen’ andererseits haben gezeigt, daB eine Hefesuspension in einer 
sehr verdiinnten Lésung von Jodessigsdure die Fiaihigkeit, Glucose zu 
vergiren, verliert, hierbei jedoch nicht abstirbt. So konnte Krebs® 
zeigen, daB die durch Jodessigséure herabgesetzte Atmung der Hefe 
bei Zusatz von Milchsaéure sich wiederum belebt. 

Werden nun einer Glucoselésung, in der Hefe suspendiert ist, und 
bei der die Garung durch Jodessigsiure praktisch aufgehoben ist, 
iminbildende Amine zugesetzt, so verschwindet der Zucker innerhalb 
von 6 bis 24 Stunden vollstandig oder beinahe vollstandig, wobei sich 

1 OC. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925; 174, 464, 1926; 
182, 273, 1927. 

? H.H. Strain u. H. A. Spoehr, Journ. of biol. Chem. 89, 527, 1930. 
3 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208, 463, 1928; 210, 466, 1929. 
4G. Embden, ebendaselbst 45, 108, 1912. 

A. v. Lebedew, B. 45, 3256, 1912. 
E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 
H.K. Barrenscheen u. K. Braun, ebendaselbst 231, 144, 1931; 2382, 


~ 


ow 


165, 1931. 
8 H. A. Krebs, ebendaselbst 234, 278, 1931. 
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Athylalkohol bildet. Es zeigte sich, daB analog, wie wir in unserer 
Arbeit tiber Oxydation von Glucose durch Tierkohle gezeigt hatten, 
alle gepriiften iminbildenden Substanzen wirksam waren; wurde die 
Iminbildung z. B. durch Parasubstitution verhindert (bei aromatischen 
Aminen ist die Méglichkeit zu chinoider Umlagerung Voraussetzung 
fiir die Iminbildung, und jene wird durch die Parasubstitution auf- 
gehoben), so erwies sich die betreffende Substanz als unwirksam. 
Ebenso waren aliphatische Amine und solche Aminosduren, welche 
keine stabilisierende Phenylgruppen enthalten, ohne Wirkung. Die 
Resultate sind aus nachfolgender Tabelle ersichtlich. 





Zuckerabnahme nach 


Zugesetztes Amin — a 6 Std 24 Std 48 Std 
- - si %l9 
p-Phenylendiamin-H C1 . 0,25 1 64,7 82,3 
0,25 1 86 
0,75 3 82.3 
je 0,6 2,5 100 
0,25 1 58,8 100 
0,25 l 100 
i aan 0,25 1 88,2 
Te | Shee we 0,1 0.5 100 100 
' 01 0.5 70.6 
7 0,2 1 100 
* 0,1 05 41,2 100 
0,1 0.5 58,8 64.7 
* 0,5 2.5 52.9 88,2 
E 0,4 2 88.2 
M ne a tae ae 0,25 1 41,2 100 
a 0,25 1 0 0 
Dimethylanilin-HC] . . . 0,25 1 0 0 
Glutaminsaure-HC] .. . 0,25 l 5,9 11,8 
m-Phenylendiamin-HCl . 0,25 1 41,2 88,2 
Anilin-HCl . . . es ie 0,25 1 64,7 
“ nae i sr 0,25 1 64.7 
p-Nitranilm. ...... 0,25 1 0 0 
Phenylalanin ...... 0,25 1 5,9 5.9 
a 0,25 1 0 0 
Nucleinsture ...... 0,2 1 5.9 5.9 
Aminothiotriazol ... . 01 0.5 64,7 100 
0,1 0,5 100 
- a : 0,1 0.5 100 
tla ww 6 ow. 3 0,2 1 0 0 
eee ae 0,1 0,5 0 
ar ea 0,25 1 11,8 100, 
p-Chloranilin ...... 0,25 1 5,9 
ti... ee 0,25 1 5,9 


* Die Lisung war durch Zersetzung des Anisidins stark gefirbt. 


Es kénnte der Einwand erhoben werden, da iminbildende Sub- 
stanzen direkt mit Jodessigsiure reagieren, so dab diese Saure ihre 
girungverhindernde Wirkung auf die Hefe nicht entfalten kann. Wir 
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haben daher bei einer weiteren Versuchsreihe statt Jodessigsdure 
Natriumfluorid verwendet, das bekanntlich in gleicher Weise die Garung 
der Hefe hemmt. Die Resultate bei Zusatz iminbildender Substanzen 
waren dieselben, wie nachstehende Tabelle auszugsweise ergibt. 





Zuckerabnahme nach 


Amin Glucose 
Amin 6 Stunden 24 Stunden 

p-Phenylendiamin ..... 0,125 0,5 77 100 
0,125 05 75 100 
‘ 0,5 2 90 
0.5 2 100 
0,5 2 100 
és se ee 0,25 1 90 
| a ee ea 0,12 0,5 54 100 

a ee, ae ae 0,2 1 50 
‘ Oe a oe ee eee 0,2 1 90 
e a ee 0,2 1 109 
eo ae 0,25 1 0 0 


Die Wirkungsweise der so gebildeten Imine auf Glucose stellen wir 
uns in der Weise vor, daB sie wasserentzichend wirken. Neuberg! hat 
ein Schema fiir den Zerfall der Glucose in zwei Dreikohlenstoffreste 
aufgestellt. Er nimmt an, daB sich ein Molekiil Glucose unter Ab- 
spaltung von zwei Molekiilen Wasser in zwei Molekiile Methylglyoxal 
spaltet (IX), wobei iiber die Stelle der Wasserabspaltungen nichts 
weiter ausgesagt werden soll. 


O O 0 O 
H H H H 

C C C Cc 

CHO'-H C—OH C—OH C0 

CH OH—2H,O —~» C—H — CH, > C Hs (IX) 

O O 

CHOH C HOH C~y9 Cj 

CH OH C—OH C—OH C=O 

CHy OH CH, CH, CH, 


Als Ursache dieser Spaltung wird ein Ferment der Hefe, die 
Zymase, angenommen. Aber iiber den Mechanismus dieser Spaltung 
wuBten wir bisher nur das eine, daB die Phosphorylierung der Glucose 
eine wesentliche Rolle spielt. Wir wissen auBerdem, daB die Zymas 
sich durch bloBes Auswaschen in zwei Teile zerlegen JaBt, von dem 
der eine, die sogenannte Apozymase, mit der Hefe untrennbar ver- 


1 CO. Neuberg, Handb. d. Biochem., IT. Aufl., 2, 1925. 
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bunden ist und ein wirkliches Ferment darstellt, wahrend der andere, 
in wasseriger Lésung befindliche Bestandteil, die Coz ymase, eine thermo- 
stabile Verbindung ist, deren wirksamer Bestandteil ein Adenylnucleotid 
besonderer Art darstellt?. 
Die von Levene? und Thannhauser*® hergestellte Adenylsiure (X) ist 
0 


NH, OH OH OH 


N C—C 
CHH H 


N—C—N OH 


unwirksam (Euler*), daher mit der Cozymase wohl chemisch nahe verwandt, 
aber nicht identisch. 

A pozymase vermag fiir sich den Zucker nicht zu vergiéren, sondern 
erst auf Zusatz des wasserigen Cozymase-Extraktes tritt Girung wieder 
ein. Das als Cozymase wirksame Adenylnucleotid enthalt Adenin (X1), 

OH 
N=C—NH, N HN—C—NH, 


C—NH — a H¢ NH (XID 


H 
R—C—R_ (XIV) 


NH, NH 
welches sich auch tautomer in seiner Diiminform (XII) schreiben laBt. 


Wir nehmen nun entsprechend einer von Barrenscheen® geiuBberten 
Ansicht an, daB die Wirkungsweise des Adenylnucleotids mit den von 
uns angewendeten iminbildenden Substanzen verwandt vist. Durch 
Oxydation wird das Amin (XIV) in Imin (XV) verwandelt. Die Imin- 
gruppe scheint der Glucose Wasser zu entziehen und sich dabei in das 
entsprechende Oxyamin (XIII) (XVI) zu verwandeln. Letzteres 
wandelt sich durch Wasserabgabe wieder in das Imin zuriick und ist 
so befahigt, auf Glucose neuerdings einzuwirken. Der Prozef verlduft 
katalytisch, und es geniigen geringe Mengen des Imins, um den Zucker 
zum Zerfall zu bringen. 


1 ». Euler u. Myrbdck, Naturwissensch. 17, 291, 1929. 

2 P. A. Levene, Journ. of biol. Chem. 838, 425, 1918. 

3 S.J. Thannhauser u. Dorfmiiller, Zeitschr. f. phys. Chem. 107, 
1919. 

4 v. Euler, l.c. 

5 Miindliche Mitteilung. 


Biochemische Zeitschrift Band 239. 
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Wir bemerken aber ausdriicklich, daB wir uns auf die Annahme eines 
unbestandigen Oxyamins als Zwischenprodukt nicht festlegen wollen. 
Wir kénnten ebensogut beispielsweise annehmen, da8 das Imin unter 
Wasseraufnahme in Oxoverbindung und Ammoniak zerfallt und diese 
beiden dann unter Wasserabspaltung wiederum in das Imin iibergehen (VII). 
Tatsachlich wurde Inosinséure (XVII) wiederholt nachgewiesen. 


HN—CO —— Q— 


OH 
HC C—N——C—C—C—C—C—0—P=0 (XVII) 
CHH H H H H, OH 


Die Kondensation von Ammoniak mit der Oxoverbindung wiirde auch 
den Knoopschen Ansichten iiber die Entstehung der Aminosaéuren aus 
Ketoséuren und Ammoniak entsprechen. Die bisherigen Erfahrungen 
lassen eine Entscheidung iiber den tatsaéchlichen Verlauf dieser Reaktionen 
nicht zu. 


Wir wissen durch Barrenscheen', daB Jodessigsiure und Natrium- 
fluorid auf Hefe durch Schadigung des Coferments einwirken und so die 
Garung verhindern. Barrenscheen (a. a. O.) wies auch nach, daB Glucose- 
monophosphorsdure, die beim normalen physiologischen Zuckerabbau 
als Zwischenprodukt auftritt, durch jodessigsaurevergiftete Hefe nicht 
vergoren wird. Hierdurch ist erwiesen, daB die Einfiihrung eines 
Phosphorsaurerestes allein nicht geniigt, den Zerfall der Glucose in zwei 
Dreikohlenstoffreste herbeizufiihren. Glucosemonophosphorsdure bedar}{ 
zur Vergdrung noch des Eingriffes des Coferments, welches hier durch 
Vergiftung mit Jodessigsdure zerstért ist. Die durch uns zugesetzten 
iminbildenden Amine ersetzen das zerstérte Coferment und stellen so 
die Garfahigkeit der Hefe trotz der Jodessigsiurevergiftung wieder her. 

Unsere Ansicht, daB es sich bei der Einwirkung dieser Amine 
tatsichlich um einen Wasserentzug handelt, erhalt durch die oben- 
erwahnte Arbeit von Strain (a. a. O.) eine starke Stiitze. 

Wie oben erwahnt wurde, ist nach unserer Hypothese beim Co- 
ferment die Gruppierung 

N=C—NH,g _ N—C=NH 
die wirksame. Wir haben nun das uns leicht zugangliche Aminothio- 


triazol (XVIII) 


N=C—N H, HN—C=NH 
HN N HN N 
\4 =a. \ (XVIII) 
C C 
SH SH 


1 H.K. Barrenscheen u. K. Braun, 1. ec. 
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verwendet, welches dieselbe Gruppierung des Amins enthalt. Diese 
Substanz erwies sich als héchst wirksam. Das Verschwinden des Zuckers 
ging noch rascher vor sich als bei para- Phenylendiamin und T'yrosin. Als 
Endprodukt des Zerfalls konnten wir bisher nur Glycerin fassen. 

Wir behalten uns die Bearbeitung dieses Gebietes Aktivierung 
der Garung von Glucose oder anderen Zuckern durch iminbildende 
Substanzen und Herstellung synthetischer Verbindungen, die die 
wirksame Gruppe der Adenylverbindungen enthalten ausdriick- 
lich vor. 

Praktischer Teil. 

Die Versuchslésungen enthielten im allgemeinen 1 Glucose, 0,1 bis 
0,25°, Amin und 0,02°, Jodessigsdure (entsprechend 1 : 5000) bzw. 0,21 
Natriumfluorid. Das Amin und die Jodessigsaure wurden vor Zugabe genau 
mit Sodalésung neutralisiert. Hierbei erwies sich bei unseren Versuchen die 
Einhaltung eines bestimmten px als iiberfliissig, und wir haben daher auf 
Zusatz von Phosphat verzichtet. Bei den Versuchen mit Jodessigsdéure 
setzten wir geringe Mengen von Calciumearbonat zu. Pro 1g Glucose 
wurden 0,5g frische PreBhefe (Fischls oder Mauthners Backereihefe) ge- 
nommen. 

Die Versuche wurden bei 37° im Brutschrank im allgemeinen 6 bis 
24 Stunden stehengelassen, hierauf filtriert und die Abnahme der Glucose 
polarimetrisch bestimmt. 

Parallel zu jedem Versuch wurde die Verhinderung der Garung durch 
Jodessigsaure (1 :'5000) bzw. durch Natriumfluorid liberprtift. Die Kontrolle 
wurde gleich mit dem Versuch angesetzt unter Auslassung des Amins. Die 
Abnahme des Zuckers betrug bei der Kontrolle durchschnittlich 5 bis 10 
bei langem Stehen maximal 15°. Bei héherer Konzentration der Jod- 
essigsiure nimmt die Glucose zwar gar nicht ab, jedoch nahmen wir die 
geringe Abnahme lieber in Kauf, als die Hefe zu weitgehend zu schadigen. 
Die Abnahme der Glucose in der Kontrolle wurde in obenstehender Tabelle 
beriicksichtigt und der Differenzwert der Zuckerabnahme in Prozenten 
angegeben. 

Es hat sich ferner erwiesen, daB die Menge des zugesetzten Amins bei 
gleicher Wirksamkeit bedeutend herabgesetzt werden konnte. Versuche 
hiertiber sind noch im Gange. 


Zusatz von para-Phenylendiaminehlorhydrat. 


Der Reaktionsverlauf war hier der gleiche. ob wir bloB die Jodessig- 
séiure neutralisierten und dann das sauer wirkende Chlorhydrat zusetzten, 
ob wir das letztere auch neutralisierten, oder ob wir schlieBlich bei den 
Jodessigséureversuchen der neutralisierten Lésung etwas Calciumcarbonat 
zusetzten. Solange die Spaltung der Glucose vor sich geht, bleibt die Lésung 
farblos. Gegen Ende der Reaktion tritt starke Violettfarbung ein. Solange 
eben das Imin sich an der Spaltung der Glucose beteiligt, scheint eine 
weitere Oxydation nicht stattzufinden. 


Als Reaktionsprodukt entsteht Athylalkohol. Andere Reaktions- 
produkte konnten wir bisher nicht nachweisen. Nach Beendigung der 
Versuche wurde filtriert, der Alkohol bei alkalischer Reaktion ab- 
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destilliert und schlieBlich das Destillat nach Ansaiuern mit Schwefel- 
saure redestilliert. Der Alkoholgehalt wurde pyknometrisch bestimmt. 
Bei den Kontrollen wurden gemaB den geringfiigigen Abnahmen nur 
Spuren von Alkohol gefunden. 





Absolute Abnahme ae . . SP 
der Glucose gefunden berechnet 

g g g 
0,9 0,28 0,45 
1,0 0,40 0,50 - =: — 
09 0:36 0.45 (bei Zusatz von Jodessigsaure) 
0.8 0,28 0,40 
0.9 0,39 0,45 
0,9 0,39 0,45) (bei Zusatz von Natriumfluorid) 
1,0 0.44 0,50 


Zusatz von Tyrosin. 

Es ist notwendig, um das Tyrosin auch nur spurenweise in Lésung 
zu bringen, den neutralisierten Ansatz mit Sodalésung gerade alkalisch 
zu machen. Bei den Jodessigsiureversuchen wurde immer etwas 
Calciumcarbonat zugesetzt. 

Nach Beendigung des Versuckhs wurde filtriert, abdestilliert und 
der gebildete Athylalkohol durch Jodoformreaktion nachgewiesen. 
Die quantitative Bestimmung des Athylalkohols wurde nach wieder- 
holtem Umdestillieren pyknometrisch ausgefiihrt. 








Absolute Abnahme Alkohol 
der Glucose aL ~ gefunden berechnet 

- £ g 
0,4 0,16 0,20) 
0.9 0,49 | 0,45) (bei Zusatz von Jodessigsaure) 
0.8 0,33 | 0,40) 
0,9 0,42 0,45) 
1,0 0,38 0,50) (bei Zusatz von Natriumfluorid ) 
1,0 0,44 0,50 


Zusatz von Aminothiotriazol. 


Diese von Fromm" hergestellte Verbindung ist eine Saéure, die in Soda 
léslich ist. Wie bei Tyrosin wurde iiberneutralisiert und mit Calcium- 
carbonat versetzt. Nach der Vergérung konnte weder Athylalkohol, noch 
ein Aldehyd nachgewiesen werden. Die filtrierte Lésung wurde mit 
neutralem Bleiacetat zur Ausfallung des Triazols versetzt, das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff entbleit und hierauf eingedampft. Die stark ein- 
geengte Lésung wurde auf den Gehalt von 10°, Alkali gebracht und nach 
Schotten- Baumann benzoyliert. Hierauf wurde die alkalische Lésung 
ausgeaithert; nach dem Abdunsten des Athers und Verreiben mit wenig 


1 E. Fromm, A. 426, 337, 1921. 
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Athylalkohol schied sich das Glycerintribenzoat aus. Das aus Ligroin um- 
kristallisierte Produkt hatte einen Schmelzpunkt von 71° und einen Misch- 
schmelzpunkt von 70° gemaB den Literaturangaben. 

Versuche zur quantitativen Bestimmung des Glycerins und zur Auf- 
findung etwaiger anderer Spaltstiicke der Glucose werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 

1. Mit Jodessigsiure oder Natriumfluorid vergiftete Hefe vergart 
bekanntlich Glucose nicht; der Zusatz gewisser iminbildender Amine, 
wie para-Phenylendiaminchlorhydrat, Anilinchlorhydrat, T yrosin reakti- 
viert jedoch wieder die Gairung. Als Spaltprodukte konnten bisher 
Athylalkohol und Glycerin nachgewiesen werden. 

2. Wir fassen die Wirkung dieser Amine derart auf, daB die inter- 
mediar gebildeten IJmine auf Glucose wasserabspaltend wirken und so 
den Zerfall der Glucose in zwei Dreikohlenstoffreste bewirken. 
Phosphorylierung und Einwirkung der Imine scheinen sich gegenseitig 
zu erganzen. 

3. Nach einer von Barrenscheen geiuBerten Ansicht ist diese 
Wirkung der Imine und die Wirkung des in der Cozymase enthaltenen 
,,Adenylnucleotids besonderer Art’ verwandt. Bei dem im letzteren 
enthaltenen Adenin wird die Gruppe 

N=C—NH, => HN—C==NH, 

i | 
welche zwei Iminogruppen enthalt, als die wasserabspaltende angesehen. 
Aminothiotriazol, das dieselbe Gruppierung zeigt, erweist sich uns als 
héchst wirksam. 


4. Es soll durch Synthese ahnlicher Verbindungen die Annahme 
einer Verwandtschaft zwischen Cozymasewirkung und der Wirkung 
der iminbildenden Substanzen weiter untersucht werden. Ebenso 
haben wir vor, die Einwirkung von mit Jodessigsiure vergifteter Hefe 
auf Glucose und anderer Zucker bei Gegenwart von iminen genauer 
zu verfolgen. 














Quantitative Bestimmung des organischen Phosphors im Harn 
mittels des Stufenphotometers. 


Von 


Carl Urbach. 
(Aus dem Physiologischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Oft ist der Physiologe vor die Notwendigkeit gestellt, die Konzen- 
tration an organischem Phosphor im Harn exakt festzustellen. Es 
handelt sich dann fast regelmaBig um sehr geringe Mengen, 10 bis 20 mg 
pro Tag [(1) (2) (3)], die mit den gebraiuchlichen gravimetrischen oder 
titrimetrischen Methoden, wenn nur eine geringe Menge Harn zur 
Verftigung steht, nicht genau erfaBt werden kénnen. Ohne Zweifel 
ware mit einer geeigneten Mikromethode diese Fehlerbreite betrachtlich 
einzuengen; aber auch dann zwingt einen das bei Stoffwechselversuchen 
unbedingte Erfordernis ausgedehnter Versuchsreihen, eine Methode zu 
suchen, die bei durchaus exakten Ergebnissen, eine sehr schnelle Arbeits- 
weise, erméglicht, wobei noch das Postulat wesentlicher Einfachheit 
aufzustellen ware, damit auch Personen ohne besondere Laboratoriums- 
erfahrung die Bestimmungen ausfiihren kénnen. 


Unter diesen Voraussetzungen schien uns die ,,Kolorimetrie ohne 
Vergleichslésung‘ mit Hilfe des Stufenphotometers als Methode der 
Wahl, wobei noch der Vorteil gegeben war, daB bereits die Erfassung 
des Gesamtphosphors und anorganischen Phosphors im Harn mittels 
des Stufenphotometers (4) méglich ist und so die Bestimmung von 
typischen Farbkurven zum Zwecke der Filterwahl, die Priifung des 
Beerschen Gesetzes und die neue Aufstellung von Eichkurven ent- 
fallen konnten. Es galt nur zu priifen, ob die erhaltene Farbintensitat 
bei entsprechender Schichtdicke groB genug war, um die nétigen 
Messungen durchfiihren zu kénnen. Tatsachlich zeigte sich die Vor- 
schrift nach Bell und Doisy [(5) (6)] unter gewissen Modifikationen 
brauchbar. Fiir dieses Verfahren sind folgende Reagenzien erforderlich. 





— 2 it 


—- 
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1. Molybdanséure. 50g reines Ammoniummolybdat werden, ohne zu 
erhitzen, in 1000 cem phosphorfreier n Schwefelséure gelést. 5cem dieser 
Lésung werden mit 5cem der Hydrochinonlésung (2) und nach 5 Minuten 
mit 25 ecm der Carbonatsulfitmischung (3) versetzt. Wenn das Ammonium- 
molybdat rein ist, muB die Lésung farblos bleiben. 

2. Hydrochinonlésung. 20g Hydrochinon werden unter Zusatz von 
1 cem konzentrierter Schwefelséure in 1000 cem Wasser gelést. Die Lésung 
mu8 verschlossen aufbewahrt werden; dunkel gefarbte Lésungen sind un- 
brauchbar. 

3. Carbonatsulfitmischung. 75g Natriumsulfit werden in 500 cem 
Wasser aufgelést und zu 2 Liter einer 20°,igen Lésung wasserfreier Soda 
gegeben; die Lésung wird filtriert. 

4. Stammlésung von Monokaliumphosphat. 4,394g reines Mono- 
kaliumphosphat, das feinst gepulvert im Exsikkator iiber Schwefelséure 
einige Tage getrocknet wird, werden in einem MeBkolben von 1000 cem 
Inhalt in Wasser gelést; 1 cem dieser Lésung entspricht 1 mg Phosphor. 
Die Lésung wird mit Chloroform konserviert und sorgfaltig verschlossen 
gehalten. 

Zu 3 ware zu bemerken, daB die Carbonatsulfitmischung gut ver- 
schlossen aufbewahrt und langstens alle 2 Wochen neu hergestellt werden 
mu. 

Zu 4 ware zu bemerken, da8 die Lésung beim photometrischen Ver- 
fahren entfallt. 

Folgendes Verfahren hat sich bewéhrt: 

40 ccm Harn gibt man in ein 50-cem-MeBk6élbchen und fiigt gepulvertes 
Barythydrat bis zur alkalischen Keaktion hinzu. Dann wird zur Marke 
aufgefiillt und filtriert, Falls man mit zu wenig Ba(OH), versetzt, fallt 
der anorganische Phosphor nicht vollstandig aus, und der gefundene Wert 
des organischen Phosphors wird entsprechend vergréS8ert. Man muB deshalb 
einen Teil des Filtrats immer wieder auf anorganischen Phosphor, wie 
iiblich (Ammoniummolybdat + HNO,), priifen. 40 ccm des Filtrats 
werden wieder in ein 50-cem-MeBkélbchen gefiillt, mit verdiinnter Schwefel- 
séure bis gerade zur sauren Reaktion versetzt, zur Marke aufgefiillt und 
wieder filtriert. Ein SchwefelséureiiberschuB ist zu vermeiden, weil dann 
die Wirkung der vorgeschriebenen Carbonatsulfitmenge abgeschwacht 
wirde. 1 ccm des Filtrats entspricht 0,64 ccm Harn. 10 bzw. 20 ccm des 
Filtrats (je nach der Intensitét dér Blaufarbung) werden mit 5 bis 8 bzw. 
8 bis 10 Tropfen konzentrierter H,SO, auf 2 ccm eingedampft, verascht 
und mit soviel konzentrierter HNO, (es ist rauchende zu empfehlen) in 
einzelnen Portionen, wahrend des Eindampfens versetzt, bis sich die Fliissig- 
keit vollstandig geklart hat. Unbedingt ist eine zu rasche Oxydation zu 
vermeiden, die sich in einer dunklen Farbung bemerkbar macht, wodurch 
eine jede photometrische Messung illusorisch wird. Das Eindampfen soll 
nie bis zum Sieden der H,SO, (weiBe Nebel im Kjeldahlkolben) getrieben 
werden, weil bei dieser hohen Temperatur (338°) H,PO, verloren gehen 
kann. Der so erhaltene klare Riickstand wird mit 25ccm H.O in ein 
100-cem-Me8k6lbchen iibergefiihrt. In das Kélbchen gibt man noch 5 ccm 
Molybdanlésung, 5cem Hydrochinonlésung und nach 5 Minuten 25 cem 
Carbonatsulfitmischung und fiillt bis zur Marke auf. Jetzt ist die Lésung 
zur stufenphotometrischen Messung fertig und wird bei einer Schichtdicke 
von 30 unter Vorschaltung des Filters 8S 61 bzw. S 72 gegen Wasser ge- 
messen. Als Eichkurven werden die in Abb. 7 und 8 der unter 4. zitierten 
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Arbeit wiedergegebenen Kurven benutzt, wobei aber, wie schon oben 
erwahnt, mit einer Schichtdicke von 30mm bei Filter S 61 bzw. Filter 
S 72 gearbeitet wird. Sonst geht man bei der Messung genau nach den 
in obiger Arbeit geschilderten Vorschriften vor. 

Da es sich um Bestimmung sehr kleiner Phosphormengen handelt, 
wird es vorteilhaft sein, die erwahnten Eichkurven zu vergr6Bern, um die 
Genauigkeit der Ablesung zu erhéhen. In Abb. | ist der vergr6éBerte Aus- 
schnitt einer solchen Eichkurve wiedergegeben. 
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Abb. 1. 


Vergréberter Ausschnitt der Eichkurve der Extinktionskoeffizienten fiir den Phosphorgehalt 
eines Molybdinphosphorsiurekomplexes, erhalten durch Reduktion mit Hydrochinon, wobei 
10°/, einer Konzentration von 0,05 mg-°/9 P entsprechen. Filter S61, gemessen gegen H, O. 


Um Personen, denen die Ablesung der Werte aus Eichkurven 
Schwierigkeiten bereiten sollte, den Arbeitsgang zu erleichtern, stellten 
wir Tabellen auf, welche eine direkte Ablesung des mg-Gehalts an organi- 
schem Phosphor nach einmal gefundenem Durchlassigkeitswert D er- 
méglichen. Diese Tabellen sind mit Riicksicht auf den beschrinkten 
Raum a. a. O. (7) wiedergegeben. 

SchlieBlich seien noch einige Versuche mitgeteilt, die beweisen 
sollen, daB die Errechnung des organischen Phosphors als Differenz 
zwischen Gesamt- und anorganischem Phosphor, wie erst wieder in 
der Literatur jiingster Zeit vorgeschlagen wurde, unzulissig ist. Wir 
stellten in folgender Tabelle die Werte von zehn Harnen auf, und zwar 
Gesamtphosphor, anorganischer Phosphor, organischer Phosphor, be- 
rechnet und organischer Phosphor, stufenphotometrisch gemessen. Um 
nun die richtige Auswahl der beiden letzten vorliegenden Zahlenwerte 
zu treffen (organischer Phosphor berechnet und organischer Phosphor 
gemessen), wurde eine gréBere Menge Harn (200 ccm) nach Entfernung 
des anorganischen Phosphors aufgeschlossen und ein Teil zur stufen- 


photometrischen Messung, der andere zur direkten gravimetrischen 
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Tabe lle 7 


Stufenphotometrische Phosphorbestimmungen im Harn. Phosphorgehalt 
in Milligramm pro 100 cem angegeben. 





Organischer Phosphor 


Harn a a © Prozent- nach Woy 
gemessen gehalt vom errechnet 
Geeaeek (modifiziert) 

I 55,95 53,00 0,45 0,80 0.41 2,95 
ll 54.10 51,50 0,61 1,13 0,66 2,60 
Ill 83.85 82.70 O88 1.05 0.76 1.15 
IV 42.75 39.9 0.27 0.63 0.31 3,55 
\ 44.0 41.0 0.46 1.05 0.54 3.00 
VI 15.47 14,44 0,33 2,19 0.36 1,03 
Vil 63.70 60,95 0,74 1,16 0.68 2,75 
VIII 79,20 76.05 0.82 1,03 0.75 3.15 
IX 87,30 84,10 O85 0,97 0,74 3.20 
X 53.15 50.70 0.57 1.07 0.61 2.45 


Bestimmung nach Woy (8) verwendet. Die Ergebnisse zeigten, dal die 
Differenzmethode, wie schon aus rein mathematischen Uberlegungen 
angenommen werden muBte, falsche Werte zeitigt. 


P 
Zusammenfassung, 


Es wird eine Methode der quantitativen Bestimmung des organischen 
Phosphors im Harn beschrieben, die den bisherigen Methoden! durch 
Erfassung genauer Resultate, schnelle Durchfiihrbarkeit und den Weg- 
fall einer Standardlésung iiberlegen ist. 

Ich méchte nicht verfehlen, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn 
Professor A. T'schermak, fiir seine Férderung auch bei dieser Arbeit ganz 
ergebenst zu danken. 
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Druck. 8) F. P. Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 2, 372, 1923. 
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Die nephelometrische Methode nach Kleinmann konnten wir nicht 
in das Bereich unserer Untersuchungen ziehen, da keine Apparatur zur 
Verfiigung stand. 











Nachtrag zu der Arbeit: Methimoglobinbildung 
und Atmungssteigerung durch organische Farbstoffe'. 


Von 
L. Michaelis. 
(Aus dem ,,Rockefeller Institut for Medical Research*', New York.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1931.) 


Herr Wolfgang Heubner macht mich darauf aufmerksam, daB in 
der im Titel zitierten Arbeit mehrere Arbeiten aus seinem Institut 
nicht beriicksichtigt worden sind?. In der Tat sind die in diesen Arbeiten 
beschriebenen vergleichenden Versuche mit Ferricyankalium und mit 
Chinon in mancher Beziehung ahnlich denen in unserer Arbeit mit 
organischen Farbstoffen. Der Grund, weshalb wir gerade Chinon ver- 
mieden, obwohl es doch als der einfachste Reprasentant des Typus 
der organischen Farbstoffe betrachtet werden kann, ist folgender. 

Um eine Voraussage iiber die Menge des entwickelten Sauerstoff- 
gases bei der Umwandlung von Oxwhaimoglobin zu Methimoglobin zu 
machen, muf man wissen, wieviel Sauerstoff der durch die Methimo- 
globinbildung reduzierte Stoff bei seiner etwa stattfindenden Re- 
oxydation verbraucht. Fiir Ferricyankalium als Methaimoglobinbildner 
kann diese Frage einwandsfrei beantwortet werden: das durch Re- 
duktion entstandene Ferrocyankalium verbraucht gar keinen Sauerstoff, 
es wird nicht mit irgendeiner in Betracht kommenden Geschwindigkeit 
durch O, reoxydiert. Fiir die organischen Farbstoffe ist die Antwort 
ebenfalls klar: 1 Mol Leukofarbstoff verbraucht 1/. Mol O, zur Re- 
oxydation. Es ist hierbei belanglos, ob diese Reoxydation wirklich 
ganz spontan geschieht oder durch Vermittlung eines Katalysators, 
wie etwa einer Spur eines Kupfersalzes*. Ein solcher Katalysator ist 
immer vorhanden, wenn man ihn nicht durch ganz besondere, kunst- 
reiche VorsichtsmaBregeln ausschlieBt. Vielleicht ist bei unserer Ver- 
suchsanordnung der Katalysator gar nicht einmal erforderlich, denn 
Reids Versuche beweisen seine Notwendigkeit nur fiir saure Lésungen, 


1 L. Michaelis u. K. Salomon, diese Zeitschr. 234, 107, 1931. 

2 W. Heubner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 72, 241, 1913; W. Heub- 
ner u. H. Rhode, ebendaselbst 100, 117, 1924; Rolf Meier, ebendaselbst 100, 
127, 1924: 108, 280, 1925. 

3 A. Reid, Ber. 68, 1920, 1930. 
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waihrend unsere Versuche bei etwa pu 7 verlaufen. Es ist ferner be- 
langlos, ob O, von dem Leukofarbstoff zu H,O oder nur zu H,O, redu- 
ziert wird, denn H,O, ist in Gegenwart von Blutfarbstoff nicht auf 
die Dauer existenzfahig. 

3ei Chinon dagegen sind die Verhaltnisse  uniibersichtlich, 
wenigstens auf Grund der bisherigen Kenntnisse seiner Eigenschaften. 
Sein Reduktionsprodukt, Hydrochinon, wird mit geniigender Ge- 
schwindigkeit nur in stark alkalischer Lésung von O, oxydiert. In 
neutralen Lésungen ist es wenig oder nicht empfindlich gegen Q,, 
aber die Frage der Katalysatoren spielt hier wohl eine noch wichtigere 
Rolle und ist noch nicht zur Zufriedenheit geklart. Heubner und seine 
Mitarbeiter rechnen damit, da Hydrochinon unempfindlich gegen 
QO, ist. Dies wird ja in ihren Versuchen annahernd der Fall gewesen 
sein, aber es wird eine Komplikation geschaffen, deren Aufklirung 
nicht zum Problem unserer Arbeit gehérte. 

Noch einen zweiten Punkt méchte ich aus Heubners Arbeiten 
zur EKrérterung bringen. Heubner und Rhode beobachteten, daB eine 
dialysierte Lésung von Methamoglobin beim Durchliiften allmahlich 
wieder zu Oxyhimoglobin wird. Sie deuten dies durch die Annahme 
eines Gleichgewichtszustandes zwischen Sauerstoff, Hamoglobin, Oxy- 
hamoglobin und Methamoglobin. Diese Annahme ist auf Grund der 
folgenden thermodynamischen Uberlegung als unannehmbar zu _er- 
klaren. ’ 

Hamoglobin wird vollstandig zu Methaimoglobin oxydiert durch 
eine Menge von Ferricyankalium, die mit Beriicksichtigung der Stéchio- 
metrie dieser Reaktion gerade die aquivalente Menge, oder jedenfalls 
nicht wesentlich gréBer als die aquivalente Menge ist. Daraus mu 
man schlieBen, daB das Bereich des Oxydations-Reduktionspotentials 
des Ferri-Ferrocyanidsystems sehr wesentlich positiver ist als das des 
Methamoglobin-Hamoglobinsystems. Ware jenes namlich nur gerade 
ein wenig positiver (sagen wir um 0,03 Volt), so wirde man zur voll- 
standigen Oxydation einen groBen Uberschu8 von Ferricyankalium 
iiber die st6chiometrisch verlangte Menge verbrauchen. Nun ist aber 
das Potentialbereich des Sauerstoffs noch sehr viel positiver als das 
des Ferricyanidsystems, namlich um den Betrag von etwa 0,4 Volt bei 
Pu 7. Dies ist ein gewaltiger Unterschied. Daher ist thermodyna- 
misch zu postulieren, daB Hamoglobin durch die stéchiometrisch- 
aquivalente Menge QO, erst recht restlos zu Methimoglobin oxydiert 
werden kann. An dieser Betrachtung andert sich recht wenig, wenn man 
selbst beriicksichtigt, daB in Gegenwart von Luft nur wenig Hamo- 
globin neben Oxyhaimoglobin vorhanden ist. Es ist immerhin minde- 
stens 1°.) der Menge des Gesamthaimoglobins als O,-freies Himoglobin 


vorhanden. Wenn unter diesen Umstinden schon eine aquivalente 
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Menge Ferricyankalium das Hamoglobin vollstandig zu Methamo- 
globin oxydieren kann, so muf} Sauerstoff dies um so mehr kénnen. 

Diese Betrachtung sagt allerdings nichts aus iiber die Geschwindig- 
keit, mit der diese Oxydation verliuft, und diese Geschwindigkeit 
ist in der Tat fiir Sauerstoff fast unmeBbar klein, wenn nicht ein 
Katalysator eingreift. Bei Gegenwart eines Katalysators sollte aber 
die Geschwindigkeit meBbar werden. Wenn wir nun, bei Anwendung 
gewisser organischer Farbstoffe als Katalysatoren, die Reaktion nicht 
bis zu dem erwarteten Ende fiihren konnten, so zeigt das nur, dah 
der Katalysator infolge irgendwelcher Umstande allmahlich aufhért, 
ein Katalysator zu sein. Der ProzefS kommt zu einem Stillstand, aber 
nicht zu einem Gleichgewicht, es ist ein Problem der Kinetik, nicht der 
Thermodynamik. 

Nun erfordert noch die Beobachtung von Heubner und Rhode, 
daB dialysierte Methamoglobinlésungen beim laingeren Durchliiften 
teilweixe zu Oxyhaimoglobin regeneriert werden, eine  Erklarung. 
Heubners Erklarung, daB ein Gleichgewicht zwischen Methamoglobin 
und Hamoglobin (und daher auch mit Oxyhamoglobin) bei Gegenwart 
von molekularem Sauerstoff bestehe, haben wir ja abgelehnt und stehen 
vor der Aufgaks, sie durch eine andere Erklarung zu ersetzen. Man 
méchte entweder an bakterielle Wirkungen denken; Bakterien kénnen 
Methaimoglobin zweifellos selbst bei Anwesenheit von Sauerstoff 
reduzieren. Man kénnte auch an‘Lichtwirkung denken. Im Licht 
scheinen ja die Gleichgewichte der Blutfarbstoffe (wie auch ihre Re- 
aktionsgeschwindigkeit mit Sauerstoff) wesentlich modifiziert zu 
werden!. Heubner glaubt allerdings, beide Faktoren ausgeschlossen 
zu haben. Und so wird man wohl diese Frage von neuem experimentell 
in Angriff nehmen miissen, bevor man sich entschlieBt, wegen eines 
nicht, ganz geklarten Versuchs den zweiten Hauptsatz der Thermo- 
dynamik zu stiirzen. 

Ich méchte, einer Anregung des Herrn Heubners gern folgend, 
bei dieser Gelegenheit zum Ausdruck bringen, daB wir in der historischen 
Darstellung der Auffassung des Methamoglobins als einer Ferriverbindung 
W. Kiister?, B.v. Reinbold® sowie W. Heubner und Mitarbeiter hitten 
zitieren sollen. Es ist Kiister, der Methamoglobin als Ferriverbindung 
zuerst erkannt hat. 


! Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435, 1909, und zwar 8S. 461. 
2 W. Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 195, 1910, und zwar S8. 244. 
3 B.v. Reinbold, ebendaselbst 85, 250, 1913. 








Uber den Alkaloidgehalt von Claviceps purpurez 
bei Kultivierung auf kiinstlichem Nihrboden. 


Von 
Il. Kreitmair und W. Kiissner. 


(Aus den Forschungslaboratorien der Firma E. Merck, Darmstadt. ) 
(Eingegangen am 1. Juli 1931.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Versuche zur kiinstlichen Kultivierung des Mutterkornpilzes sind 
aus wirtschaftlichen wie aus wissenschaftlichen Griinden bereits gemacht 
worden. Der Pilz wurde von der deutschen Landwirtschaft als Getreide- 
schadling so wirkungsvoll bekampft, daB schon seit vielen Jahren der 
groBte Teil des Bedarfs an Secale cornutum aus anderen Landern zu 
erheblichen Preisen eingefiihrt werden muB. Es sind daher von ver- 
schiedenen Seiten Versuche gemaght worden, welche sich auf die kiinst- 
liche Infektion des bliihenden Roggens erstreckten; ihre Durchfiihrung 
im gréBeren AusmaB scheiterte jedoch an dem Risiko einer schwer 
iibersehbaren Verseuchungsgefahr der weiteren landwirtschaftlichen 
Umgebung. Versuche zur Ziichtung auf kiinstlichem Nahrboden sind 
auch bereits gemacht worden (Brefeld, Meyer, Falke und Kirchhoff), 
sie dienten aber lediglich dem Zweck der Aufklirung der verwickelten 
Biologie des Mutterkornpilzes. Dagegen erstreckten sich die Versuche 
nicht darauf, festzustellen, ob der auf kiinstlichen Kulturen gewachsene 
Pilz auch die fiir die Therapie so wichtigen ,,spezifischen, d.h. in 
einer bestimmten biologischen Richtung wirksamen Mutterkorn- 
alkaloide (Ergotoxin, Ergotamin) enthalt. Zur Klairung dieser Frage 
wurde folgender Versuch gemacht: 

Zur Herstellung der Reinkulturen wurde Hyphengewebe — aus 
Mutterkérnern steril entnommen und auf Nahrbéden von folgender 
Zusammensetzung geimpft: 


eens ww tl tlw lw t 6 OEE 
Primares Kaliumphosphat ..... 0,1 ° 
Magnesium-Ammoniumphosphat . . . 0,5 ° 
Asparagin . I 
he bh 2 eg 4 igiga eck ie, we 
oS a ee er ee _ 


Roggenschrot ....... sg = ae S 
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Nach 2 bis 3 Wochen waren die Hyphenstiickchen etwa linsengrof 
gewachsen. Mit ihnen wurden nun zwei gréBere Kulturreihen angelegt, 
nimlich auf festem Nahrboden obiger Zusammensetzung in Kultur- 
gefaBen nach Kolle von etwa 12cm Durchmesser und auf fliissigem 
Nahrboden in Flachkoiben von etwa 1 Liter Inhalt. Zur Herstellung 
des letzteren wurde ein Teil Roggenkleie mit zehn Teilen Wasser gekocht, 
die Brihe klar filtriert, 1°, 


, Asparagin und 5°, Glycerin zugesetzt. 





Abb. 1. 


3 bis 4 Tage nach der Impfung war ein Wachstum der Kulturen 
bereits bemerkbar. Es entstand ein brauner Pilzrasen, der sich all- 
mahlich zu ganz charakteristischen Formen zusammenfaltete. Auf dem 
fliissigen Nahrboden wuchsen Gebilde bis zu 2e¢m Durchmesser, die 
auf der Oberflache schwammen (Abb. 1), der feste Nahrboden wurde 
mit einem zusammenhingenden, vielfach gefalteten Mycel bedeckt 
(Abb. 2). Die Struktur der Myceldecke war bei beiden Kulturen die 
gleiche: ein ziemlich kompaktes Flechtwerk von Hyphen, ohne pseudo- 
parenchymatischen Charakter (Abb. 3). Gegenitiber den natiirlich 
vorkommenden Erscheinungsformen des Pilzes war diese als ein 
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Spaceliastadium anzusprechen, ausgezeichnet durch eine _ relativ 
sparliche Gonidienerzeugung und eine dunkelbraune Farbung. 

Der Nachweis der Alkaloide wurde auf folgende Weise durchgefiihrt : 
Der Pilz wurde von seinem Nahrboden abgehoben, mit Wasser ge- 





Abb. 2. 





: or 4 , . . 
waschen und bei 37° getrocknet. Dann fein gepulvert, mit 20°, einer 
5° igen Sodalésung durchfeuchtet und im Soxhletapparat 6 Stunden 
lang mit Ather extrahiert. Das atherische Extrakt wurde darauf mit 


n/10 Salzsiure ausgeschiittelt. Mit dieser salzsauren Ausschiittelung 





Abb. 3. 


wurden nach dem Entathern folgende Reaktionen auf spezifische 
Mutterkornalkaloide angestellt : 

1. Chemisch. Die Alkaloidreaktionen mit Phosphorwolframsaure, 
Quecksilberjodidjodkalium und Pikrinsaure fielen positiv aus; des- 
gleichen die Sodaprobe. Mit dem Riickstand der Sodafallung wurde 
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die Cornutinreaktion angestellt. Die blaue Farbzone trat nach einigen 
Minuten deutlich hervor. 

2. Biologisch. Die spezifische Reaktion beruht auf der Eigenschaft 
der aktiven Mutterkornalkaloide, die Wirkung des Adrenalins am 
vorbehandelten Tiere bzw. Organ aufzuheben oder umzukehren, also 
z. B. Blutdrucksteigerung in Senkung, Gebarmutterkontraktion in 
Erschlaffung. Nach der Methode von Broom und Clark wurde die 
kleinste Menge gesucht, welche am isolierten Kaninchenuterus die nach 
Adrenalin zu erwartende Zusammenziehung aufhebt. Dies erfolgte bei 
Zufiigung von 2ccm Extrakt, entsprechend etwa 5 bis 6g Mutter- 
kornpilzrasen, zu 75 cem Nahrlésung (Abb. 4). 





Abb. 4. 


Zusammenfassung. 

In Claviceps purpurea, der auf kiinstlichem Nahrboden gewachsen 
war, wurde die Anwesenheit von spezifischen Mutterkornalkaloiden mit 
chemischen und biologischen Methoden nachgewiesen. Die Aufklarung 
der quantitativen Verhaltnisse muB weiteren Versuchen vorbehalten 


bleiben. 

















Uber Malzamylase und Kartoffelamylase. 


Von 
Helena Borchardt und Hans Pringsheim. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1931.) 


Reinigung der Malzamylase. 

Die Gewinnung einer vom maltatischen Ferment vollig freien 
Malzamylase wurde fiir die Fortfiihrung der wissenschaftlichen Unter- 
suchung dieses stirkespaltenden Enzyms um so dringender, als die 
friiher in einer besonderen Malzsorte aufgefundene Gerstenmaltase! in 
neuerer Zeit auch in den verschiedenen von uns untersuchten Malz- 
sorten stets ein Begleiter der Amylase war. Die Griinde fiir das in 
dieser Beziehung abweichende Verhalten des Malzes heute und vor 
Jahren konnten auch durch Riickfrage in der Industrie noch nicht 
geklart werden und verdienen eine von uns geplante Untersuchung. 

Vor drei Jahren teilten wir mit®, daB man durch die Extraktion 
von Malz mit 87 °, igem Glycerin eine maltasefreie Malzamylase gewinnen 
kénne, wahrend bei der nachherigen Extraktion mit Wasser die Maltase 
im Gemisch mit den Resten der Amylase nachweisbar war. Die Wieder- 
holung dieser Versuche bestatigte das friihere Ergebnis, jedoch war 
die so gereinigte Malzamylase nur von geringer Wirksamkeit. Die 
Ursache hierfiir fanden wir in der Verwendung von gewéhnlichem 
Glycerin; nahmen wir reines Glycerin (Kahlbaum), so erhielten wir 
eine aktivere Amylase, die nunmehr jedoch nicht véllig frei von Maltase 
war. Unsere Versuche zielten deshalb dahin, die Abtrennung des Restes 
der Maltase zu erreichen. Zuerst versuchten wir die Adsorption der 
Amylase an Kaolin (gewéhnliches bzw. osmotisch gereinigtes Kaolin), 
welche aus dem wasserigen Malzextrakt nach Versuchen von Euler’, die 
von uns* bestatigt wurden, gelingt. Diese Versuche fiihrten jedoch in 


' Diese Zeitschr. 161, 456, 1925. 

* Ebendaselbst’ 201, 99, 1928. 

3 Chemie der Enzyme, I. Teil, Miinchen 1920, 8. 88. 
4 Diese Zeitschr. 164, 117, 1925, 
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unserer durch Glycerinextraktion gewonnenen und reineren Amylase- 
lésung nicht zum Ziele, wobei dahingestellt bleiben soll, ob das Ferment 
zerstért wurde oder die Elution versagt hat. 

In einer Untersuchung von Liiers und Sellner! wurde mitgeteilt, 
daB sich die Malzamylase durch Aluminiumhydroxyd adsorbieren 
lasse. Um uns auf Versuche in dieser Richtung mit verschiedenen 
Aluminiumhydroxyden vorzubereiten, priiften wir erst die Stabilitat 
des Ferments gegeniiber verschiedenen Aziditaéten (Versuchsreihe 1) 
und fanden es nur zwischen px 5 und px 6 wahrend einer Stunde stabil ; 
bei der Uberfiihrung in das starker saure wie ins alkalische Gebiet 
wurde schon eine nicht unbetraichtliche Zerstérung wahrgenommen. 
Die Adsorption gelang gut, mit Ausnahme von Aluminiumhydroxyd y, 
und am besten bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 5. Von 
den verschiedenen Aluminiumhydroxyden £, B, y erwies sich B als 
das giinstigste (Versuchsreihe II). Bei der Elution wurden Aziditaten 
zwischen px 6 und px 8 mit Phosphatpuffer und Ammoniak und weiter 
ins alkalische Gebiet hinein mit ammoniakalischer Diammonphosphat- 
lésung und Ammoniak verwandt. Die geeignetste Aziditét war px 7. 
Ferner zeigte sich, daB die Gegenwart von Phosphationen fiir die Elution 
von groBer Bedeutung war; mit Ammoniak allein konnten wir nur 
sehr schlecht eluieren, was fiir die Méglichkeit einer Anreicherung 
durch Verdunsten ein Nachteil war (Versuchsreihe III). Durch An- 
derung der Zeit und der Temperatur beim Eluieren konnten wir keinen 
Vorteil erzielen. Die Puffermenge war fiir die Elution von groBer 
Bedeutung, und zwar nicht nur in dem Sinne, daB eine gewisse Menge 
gepufferter Lésung fiir die Elution nétig war, sondern daB auch die 
Menge der gelésten Salze EinfluB auf die Ablésung des Ferments vom 
Adsorbens hatte (Versuchsreihe IV). Auch dieser Umstand trug sehr 
dazu bei, die Fermentanreicherung zu verhindern. 

SchlieBlich gelang es uns, der Menge nach 90° der Malzamylase 
in maltasefreiem Zustande und ohne die Gegenwart irgendwelcher 
Fehlingsche Lésung reduzierender Begleitstoffe zu erhalten. 


Charakterisierung gereinigter Malzamylase nach Ohlsson?. 


Die von uns gereinigte Malzamylase diente uns dazu, ihre Charakte- 
risierung nach den Vorschlagen von Ohlsson zu erproben und uns gleich- 
zeitig auf die der spaiter zu besprechenden Kartoffelamylase vor- 
zubereiten. Ohlsson konnte durch seine Versuche zeigen, daB die Malz- 
amylase nicht einheitlich ist, sondern daB in ihr die beiden bisher 
prinzipiell unterscheidbaren Amylasetypen, die «-Amylase, von Ohlsson 
Dextrinogenamylase, und die /£-Amylase, von Ohlsson Saccharogen- 


1 Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 1925. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 17, 1930. 
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amylase genannt, enthalten sind. Zur Charakterisierung dieser beiden 
Typen verwandte Ohlsson, gestiitzt auf andere Kriterien, vornehmlich 
die Mutarotationsversuche, die relativen Ausschlage bei der Bestimmung 
der Starkehydrolyse einerseits mit Jod und andererseits durch die Re- 
duktionskraft. Mit dem von Ohlsson verwandten, nicht dialysierten 
wasserigen Griinmalzauszug erhielten wir dieselben Ergebnisse wie 
Ohlsson. Wir priiften nun das Verhalten von Darrmalzausziigen bei 
fortschreitender Reinigung, beginnend mit wasserigem nicht dialysierten 
und wasserigem dialysierten Malzauszug, dialysiertem Glycerinmalz- 
auszug bis schlieBlich zu unserer gereinigten Malzamylase (Versuchs- 
reihe V). Hierbei beobachteten wir, daB die Reinigung keine Trennung 
der beiden Amylasen zur Folge hatte, und daB das Verhaltnis der 
Saccharogenamylase zur Dextrinogenamylase etwas zuungunsten 
der letzteren verschoben wurde. — Im wisserigen Malzauszug wie 
auch bei der jetzt zu besprechenden Kartoffelamylase iiberwiegt die 
verzuckernde Amylaseform im Gegensatz zu der von Ohlsson charak- 
terisierten Takaamylase?. 


Kartoffelamylase. 


Zwei in der Literatur beschriebene Eigenschaften der Kartoffel- 
amylase veranlaBten uns, ihre scharfere Charakterisierung zu unter- 
nehmen, um einmal festzustellen, ob zwei der griinen Pflanze ent 
stammende Amylasen verschieden sein kénnen. 

McGuire und Falk* sagen aus, da8 das Aziditaétsoptimum der Kartoffel- 
amylase dem der tierischen Amylase angenadhert ist, und Haehn und 
Schweigart® bringen Beweise fiir die bei der tierischen Amylase charak- 
teristische Salzaktivierung. 

Wir gingen von einem aus zerriebenen Kartoffeln hergestellten 
PreBsaft aus, der durch zwei ungiinstige Eigenschaften ausgezeichnet 
war: einmal durch seine dunkle Farbung und andererseits durch 
seinen EiweiBgehalt. Eine Entfarbung durch Tierkohle, eine Ent- 
eiweiBung durch kolloidales Eisenhydroxyd oder eine Reinigung 
der Amylase mit Hilfe von Aluminiumhydroxyd A gelang nicht, 
wie wohl tiberhaupt in diesem Falle die Entfernung des Eiweibes 
ohne NiederreiBen des Ferments ebenso aussichtslos zu sein scheint, 
wie eine Elution in seiner Gegenwart. Nichtsdestoweniger konnten 
wir unsere Versuche mit der eiweiBhaltigen Fermentlésung infolge 
ihrer bei den Versuchen angewandten Verdiinnung ausfiihren, wobei 
wir vor der Anstellung unserer Proben mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
enteiweiBt haben. 


1 Bull. Soc. Chim. Biol. XI, 3, 333, 1929. 
2 Journ. Gener. Physiol. 2, 215, 1920. 
3 Diese Zeitschr. 148, 516, 1923. 
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Aus der von uns ausgefiihrten Charakterisierung (Versuchsreihe V1) 
geht nun hervor, daB auch in der Kartoffelamylase die Saccharogen- 
amylase die Dextrinogenamylase tibertrifft. Um im AnschluB an die 
von Ohlsson bei der Takaamylase ausgefiihrten Untersuchungen auf 
Einheitlichkeit die Kartoffelamylase noch naher zu charakterisieren, 
fihrten wir auch hier Inaktivierungsversuche aus zur Feststellung, 
ob beide Amylasen oder nur eine vorhanden ist (Versuchsreihe VII). 
Auch nach der nicht parallel gehenden Schwachung der Ausschlage 
mit Jod und durch Reduktion zu urteilen, ist die Kartoffelamylase 
der Malzamylase nahe verwandt; sie bildet insofern ein Zwischen- 
stiick zwischen der Malzamylase mit viel /-Amylase und wenig 
a-Amylase und der nach Ohlsson einheitlichen als «- Amylase 
charakterisierten Takaamylase, als in der Kartoffelamylase weniger 
f-Amylase im Vergleich zur «-Amylase enthalten sein diirfte als 
im Gerstenferment. 


Versuche mit nach Willstdtter! gereinigter Pankreasamylase fiihrten 
zu dem Ergebnis, daB hier, wie auch schon von Ohlsson angedeutet, den 
Erwartungen entsprechend die «- Amylase iiberwiegen mub. Weiter 
sind wir in unseren Feststellungen tiber die Pankreasamylase nicht 
gegangen. 

Bei verschiedenen Kartoffeln wurden sehr verschiedene Ferment- 
mengen gefunden. GroBe Eigenreduktion des KartoffelpreBsaftes, wie 
sie sich z. B. bei ausgetriebenen Kartoffeln zeigte, war immer mit 
geringerer Fermentstirke gepaart. 


Eine Zeitlang waren wir uns iiber die Nichtberiicksichtigung 
der méglichen Beimengung eines maltatischen Ferments in den Ver- 
suchen von Ohlsson im unklaren. Wir fanden aber, daB unter den 
gewahlten Versuchsbedingungen in der Tat hierauf keine Riicksicht 
genommen zu werden braucht. 


Wir danken der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
ganz ergebenst fiir die weitgehende Unterstiitzung der Arbeit, besonders 
durch Verleihung eines Forschungsstipendiums an den einen ( Borchardt) 
von uns. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Malzauszuges: 150 g fein gemahlenes Darrmalz wurden 
mit 500 cem 87°%,igem Glycerin (Kahlbaum) 3 Tage unter gelegentlichem 
Umschiitteln bei Zimmertemperatur behandelt. Nach dem Auspressen 
des Glycerinbreis auf der hydraulischen Presse bei 300 Atm. erhielten 
wir etwa 300 cem Glycerinauszug. Dieser wurde zur Verdrangung des 


1 Willstatter, Waldschmitz-Leitz u. Hesse, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 
143, 1923; Pringsheim, Bondi u. Thilo, diese Zeitschr. 197, 143, 1928. 
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Glycerins 24 Stunden gegen destilliertes Wasser in Cellophanséckchen 
dialysiert. Er verdiinnte sich hierbei um das Dreifache. Der Amylasewert 
nach Willstdtter fiir 1 cem dieser Lésung betrug k = 0,036. 


Versuchsnpihe I. 


Stabilitaétsversuche mit dem dialysierten Glycerinauszug bei 
verschiedenen Aziditaten. 

Ansatz: 50 ccm Malzauszug wurden mit 10 ccm Puffer 1 Stunde 
bei 37° behandelt und dann auf pu 5 umgestellt. 

Die Aktivitét des Ferments wurde bei allen Versuchen mit 1 ccm 
Fermentlésung durch Priifung der Reduktionskraft nach folgendem An- 
satz bestimmt: 25 ccm 1°,ige Starkelésung, 10 cem Puffer pu 5, 1 eem 
Fermentlésung. 10 Minuten bei 37°. 

Der unbehandelte Auszug verbrauchte ohne Vorbehandlung 3,0 ccm 
n/10 KMn0O,, entsprechend 19,08 mg Cu und nachher bei 





PH | Verbrauch n/10 K MnO, mg Cu 
3 1,8 11,4 
+ 2,4 15,3 
5 3,0 19,1 
6 3,0 19,1 
7 2.5 15.9 
8 2,0 12,7 


Versuchsrethe 11. 


Adsorptions- und Elutionsversuche mit verschiedenen Alu- 
miniumhydroxyden bei verschiedenen Aziditaten. 

50 cem dialysierter Glycerinmalzauszug, 10 ccm Puffer, 15 ecm Alu- 
miniumhydroxydsuspension (= 0,6 g Al,O,) wurden '/, Stunde mit Glas- 
perlen an Hand geschiittelt, dann abzentrifugiert, das Adsorbens einmal 
mit Wasser gewaschen und dann '/, Stunde mit 25 ccm der Pufferlésungen 
eluiert. Vor Bestimmung der Reduktionskraft (s. Versuchsreihe I) wurde 
auf pu 5 umgestellt. 


a) Orthoaluminiumhydroxyd '. 





Adsorptionsfliissigkeit 


Elutionsfliissigkeit 











PH n/lO KMnO, mg Cu Pu n/10 KMnO, mg Cu 

3 1,8 11,4 8 — ~ 

4 3,3 21,9 8 2.8 17,8 

5 6,9 43,9 8 — -- 

& 6,0 38,2 5 5,8 36,9 
aed 5 3,4 21.6 

s - — | 3 5,3 33,7 


Die zufolge der linken Spalte bei verschiedenen Aziditaéten gewonnenen 
Adsorptionen wurden, wie in der rechten angegeben, mit verschiedenen 
Puffern nach Sérensen eluiert und auf Staérkelésung zum Ansatz gebracht. 


' Oppenheimer u. Pincussen, Die Methodik der Fermente, 8. 480ff., 1929. 
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b) Polyaluminiumhydroxyd B!. 














Adsorptionsflissigkeit Elutionsfliissigkeit 
Pu n/l0 K MnO, mg Cu PH n/1l0 K MnO, mg Cu 
3 2,4 15,3 8 5,0 31,8 
| 6 3,1 19,7 
5 1,6 10,2 7 8,0 50,9 
| . 6,0 38,2 
6 6,0 38,2 4 1,8 11,4 
8 6,6 42,0 3 _ — 
Am geeignetsten erwies sich also Adsorption bei px 5 und Elution 
bei pu 7. os 
c) Orthoaluminiumhydroxyd y'. 
Pu n/l0 KMn0O, mg Cu 
3 5.9 37,5 
5 4.8 30,5 
7 5,3 33,7 
8 7,0 44.5 
Bei y war schon die Adsorption ungiinstig. — Bei diesen Versuchen 


wurde ein Malzauszug benutzt, von dem urspriinglich 1 cem im Ansatz 
der Reihe I 17,9 cem n/10 KMnO, verbrauchte, entsprechend 113,8 mg Cu. 


Versuchsreihe III. 
Elutionsversuche mit Ammoniak von verschiedenen Konzen- 
trationen. 

Die Versuche wurden mit einer Fermentlésung ausgefiihrt, von der 
leem unter den bekannten Bedingungen 16,6cem n/l0 KMnOy, ver- 
braucht, entsprechend 105,6 mg Cu. 

Die Absorption geschah unter den optimalen Bedingungen mit Alu- 
miniumhydroxyd B entsprechend Reihe IIb aus 50 ccm Malzauszug, die 
Elution mit 25 ccm. 





n/l0 KMn0O, mg Cu 


Verdiinnte Ammoniaklésung = py 7,5 . 1,4 8,7 
" ‘ = pr 8,0. 1,5 9,5 

‘ . n/50 . 2,8 17,8 

* n/100 2.5 15,9 


Das Eluat wurde wieder entsprechend Ansatz I auf Starke zur Ein- 
wirkung gebracht. Das Ergebnis war ungiinstig und betrug im besten 


Falle 12%. ' . 4 
Versuchsreihe IV. 


Elutionsversuche mit verschiedenen Puffermengen (pu 7). 





nj/l0 K MnO, mg Cu 
12,5ccm pu 7 (Phosphat). ..... . Raaeate 7,3 46,4 
9 . pu 7 und 35ccm Wasser ...... 5,5 35,0 
GC oy gel.» 3 s “i 5 eae, Boa & 4.6 29,3 
. « a? = a ws ‘a FT. 2 ORiee os 2.0 12.7 


1 Oppenheimer u. Pincussen, Die Methodik der Fermente, 8. 480ff., 1929. 
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Es wurde eine Fermentlésung benutzt, von der 1 cem 16,0 ecm 
n/l0 KMnO, verbraucht, entsprechend 101,8 mg Cu, sonst wie II.b. Es 
wurde also gezeigt, daB bei der gré6Bten Phosphatmenge die starkste Elution 
zu erreichen war. 

Versuchsreihe V. 


Bestimmung der Saccharogenamylase (S) und der Dextrinogen- 
amylase (X) nach Ohlsson. 


Die Aktivitaét der Saccharogenamylase (S) wird durch das Reduktions- 
vermoégen, ausgedriickt in mg Maltose, bestimmt. 

Ansatz: 25 ccm 2° ,ige Starkelésung, 10 cem 1/15 mol. Phosphatlésung, 
5ecem Fermentlésung (verdiinnt 1: 25), 30 Minuten bei 37°. Von 10 ecem 
dieses Ansatzes wurde die Reduktionskraft bestimmt. 

Die Aktivitéat der Dextrinogenamylase (X) wird nach der kolori- 
metrischen Jodmethode von Wohlgemuth! mit unverdiinnter Fermentlésung 
bestimmt, wobei der Umschlag zwischen farblos und schwach gefarbt 
(violett) festgehalten wurde. 





S (mg Maltose) x” 

W asse riger Griinmalzauszug . 75 770 
Wasseriger Darr-Malzauszug nic ht dis alysiert 77 1040 
a 71 90 

Glycerinmalzauszug "dialysiert ie 55 380 
Dureh Ac dsorption und E lution gereinigter G lycerinauszug 40 192 


* Berechnet nach Wohlgemuth; vgl. Tabelle I und II bei Ohlsson, C. r. du Labor. Carls- 
berg 16, 6, 1926. 


Beim Griinmalzauszug findet Ohlsson z. B. S 44 und X 495, also dasselbe 
Verhaltnis, bei der Dialyse nimmt wie bei Ohlsson X stark ab. Im letzten 
Reinigungsstadium des dialysierten Glycerinauszuges geht noch mehr von 
X verloren, woraus hervorgeht, da8 sich das Verhaltnis zuungunsten der 
Dextrinogenamylase verschiebt. 


Versuchsreihe V1. 
Charakterisierung der Kartoffelamylase. 

Darstellung des KartoffelpreBsaftes: Die geschélten Kartoffeln wurden 
zerrieben und auf der hydraulischen Presse bei einem Druck von 300 Atm. 
ausgepreBt. Der triibe dunkle Saft wurde mit Asbestfasern geschiittelt 
und bis zur Klaérung filtriert. Wir bestimmten die Aktivitaét der beiden 
Amylasen entsprechend Versuchsreihe V und dehnten die Versuche wegen 
der relativen Schwache der Fermentlésung auf 90 Minuten aus. Vor jeder 
Auswertung wurde mit kolloidalem Eisenhydroxyd in der Hitze enteiweiBt. 
Die Versuche wurden bei px 6,1 ausgefiihrt unter Zufiigen von | ccm 
0,2 n Kochsalzlésung. Bei der Bestimmung der Saccharogenamylase wurde 
im Gegensatz zur Versuchsreihe V die Fermentlésung nicht verdiinnt, weil 
die Ausschlige sehr klein waren. 





KartoffelpreBsaft .. . . 80 


uN 
Co 


1 Wohklgemuth, Grundri® der Fermentmethoden, 8. 43, 1913. 
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Beriicksichtigt man, daB zur Reduktionsbestimmung nach Ohlsson auf 
den 25. Teil verdiinnt wurde, dann mu8 S zum Vergleich gleich 80/25 = 3,2 
gesetzt werden. Daraus ergeben sich die folgenden Relationen: 





s x SX 
Nach Ohlsson: Griinmalz . 4,4 50 0,088 
Unsere Versuche: Griinmalz 7,5 77 0,096 
ss a Darrmalz 17 104 0,074 
» ™ Kartoffelamylase 3,2 55 0,058 
pe . Pankreasam ylase 2,7 380 0,007 


woraus nach unserer Meinung hervorgeht, daB die Kartoffelamylase ver- 
gleichsweise nur etwas weniger B-Amylase zur «-Amylase enthalt als die 
Malzamylase. 
Versuchsreihe VII. 
Inaktivierungsversuche zur Feststellung, ob nur eine oder beide 
Amylasen vorhanden sind. 





S X 

Fermentl6sung unbehandelt. ......2.2.2..2..2.2.. 44 28 
Hitzeinaktivierung 

a) 5Min. bei 80° 2 — 

b) 10 , i Ge Sette Eas Cho *- Berndt ae ese 7 13 

Saureinaktivierung mit Zitratpuffer py — 2; 5 Min. bei 37° . 33 8 
Alkaliinaktivierung 

a) nit Phosphatpuffer pu So wee tere... s-. 35 |} 14 

Re: «4 ‘ mek, ¢ Rei ee BB 13 


Bei der Hitzeinaktivierung von 10 Minuten bei 60° wurde die £-Amylase 
gesechstelt und die a-Amylase nur halbiert, bei der Séureinaktivierung 
wird im Gegenteil die Dextrinogenamylase starker geschadigt, wie das auch 
Ohlsson fiir die «-Amylase des Malzes angibt. Auch diese Versuche sprechen 
fiir eine Fermentmischung. 








Beitrige zum Wirkungsmechanismus des Insulins. 


II. Mitteilung!?: 


Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung der Leber und deren 
Beeinflussung dureh Insulin. 


Von 


H. Schwarz und M. 'Taubenhaus. 


(Aus der Abteilung fiir Stoffwechsel- und Ernéhrungsst6rungen des Kranken- 
hauses der Stadt Wien.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 


Seit langem ist bekannt, daB der Leber ein entscheidender EinfluB 
auf die Desaminierung der Aminosiuren und die Harnstoffbildung 
zukommt. Die Wichtigkeit der Leber fiir die Desaminierung der Amino- 
siuren geht aus den Versuchen an entleberten Tieren von J. /. Boll- 
mann, F.C. Mann und Th. B. Magath, sowie aus den Durchstrémungs- 
versuchen von A. Bornstein und H.F. Roese hervor (ausfiihrliche 
Literatur siehe O. Neubauer im Handbuch der Physiologie). J. K. 
Parnas und A. Klisiecki zeigten die Abfangfunktion der Leber fiir das 
aus dem Darm stammende Ammoniak. Sie nahmen an, daB diese 
Eigenschaft fiir die Regulation des Blutammoniaks von Bedeutung 
ist (vgl. auch D. Adlersberg und M. Taubenhaus). 

Der Ammoniakgehalt der Leber stellt zweifellos eine Resultierende 
aus verschiedenen Stoffwechselprozessen dar. Besonders interessieren 
muBte, ob in der Leber auch eine Ammoniakbildung stattfindet, welche 
ahnlich der Ammoniakbildung des Muskels verlauft. Einer solchen 
Ammoniakbildung in der Leber kénnte eine besondere Bedeutung im 
intermediaren Stoffwechsel zukommen. 

P. Gyérgy und H. Réthler fanden bei langdauernder Exposition (bis 
zu etwa 20 Stunden) der Leber in gut gepufferten Loésungen ganz 
betrachtliche Ammoniakwerte. 


1 T. Mitteilung, diese Zeitschr. 236, 474, 1931. 











202 H. Schwarz u. M. Taubenhaus: 


Trotz der sorgfaltigen Versuchsanordnung dieser Autoren kann 
bei so langen Versuchszeiten kein Schlu8 auf die Entstehungsart des 
Ammoniaks aus diesen Beobachtungsreihen gezogen werden. 


J. K. Parnas und W. Mozotowski fanden unter anderem im Zu- 
sammenhang mit ihren Untersuchungen iiber die traumatische Am- 
moniakbildung in der Kaltbliterleber nur eine geringgradige Ammoniak- 
bildung nach Zerreiben des Gewebes mit Wasser. 


Unsere Versuche befaBten sich zunichst mit der Ammoniak- 
bildung der Warmbliiterleber nach verschiedenen, kurzdauernden 
Expositionen in Tyrodelésung. Nach unseren friiheren Beobachtungen 
(vgl. I. Mitteilung) hat das Insulin einen betrachtlichen EinfluB auf 
die Ammoniakbildung bei Muskelarbeit des Menschen. Das Studium 
der Wirkung des Insulins auf die etwa gefundene Ammoniakbildung 
der Leber schien deshalb von besonderem Interesse und bildete gleich- 
falls den Gegenstand vorliegender Untersuchungen. 


II. Methodik. 


Als Versuchstiere wurden weiBe Mause im Durchschnittsgewicht von 
etwa 20g verwendet. Die Tiere wurden zunachst durch léngere Zeit auf 
eine gleichartige Ernahrung, bestehend aus Milchreis und Brot, gesetzt. 
Die Versuche sind alle an Tieren, die 8 Stunden hungerten, vorgenommen 
worden. Fiir die Untersuchung des aktuellen Ammoniakgehaltes der Leber 
wurden die Méuse dekapitiert und entblutet, die Leber sofort entnommen, 
in einem Kaltegemisch, bestehend aus Kohlenséureschnee und Ather, 
fixiert und sodann auf der Torsionswaage gewogen. (Dieses Kaltegemisch 
erwies sich als auBerordentlich brauchbar und leistete dasselbe wie die 
schwer beschaffbare fliissige Luft.) 

Die Bestimmung des aktuellen Ammoniaks wurde nach Verreiben mit 
gesittigter Boraxlésung nach der Methode von J. K. Parnas und W. Mozo- 
lowski durchgefiihrt. Die Untersuchung der Ammoniakbildung wurde in 
einem Teil der Leber nach Verreiben und Exposition in Tyrodelésung bei 
Zimmertemperatur und genau bestimmten Zeiten vorgenommen. Das 
Glykogen wurde nach der Methode von E. Pfliiger in der Mikromodifikation 
von J. K. Parnas und J. v. Przylecki bestimmt. 


Die Harnstoffbestimmung erfolgte nach der Ureasemethode im Apparat 
von J. K. Parnas und J. Heller. 


Die Blutzuckerbestimmungen wurden im Blute der HalsgefaBe nach 
Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. 


Ill. Versuche. 


a) Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung der Leber. 


Die ersten Versuche sollten die Frage entscheiden, ob in der Leber 
eine nennenswerte Ammoniakbildung stattfindet. In drei Beob- 
achtungsreihen bestimmen wir den Ammoniak der Leber nach sofortigem 
Zerreiben mit Borat, d.i. der aktuelle Ammoniakgehalt. Ein anderer 
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Teil derselben Leber wurde mit Tyrodelésung zerrieben und auf ein 
bestimmtes Volumen aufgefiillt. Nach langerem Stehen bei Zimmer- 
temperatur wurden aliquote Teile der Harnstoff- und Ammoniak 
bestimmung zugefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I 
zusammengefaBt. 


Tabelle I. 





Datum = Rn In Tyrode nach 
15 Min. 30 Min 60 Min 
2.v.| 40 | NH-N .. 5,30 89 92 9.4 
Harnstoft-N — 71,2 74,7 74,5 
12 Min 30 Min 60 Min 
28 41 OS eee 1,75 6,65 6,77 6,95 
Harnstoff-N - 70,5 . 70,5 
6 Min. 30 Min 85 Min 120 Min 
11. V. |} 438 NH;-N .. “ 4,23 5,50 5,8 8,04 8,01 
Harnstoff-N . -- 54,5 54.4 54,0 54,4 


Diese Versuche ergaben, dafs in der Leber von Mausen schon nach 
6 Minuten ein betrachtlicher Anstieg des Ammoniaks gegeniiber dem 
aktuellen Ammoniakweért besteht. Nach langerer Expositionszeit 
steigt der Ammoniakwert der in Tyrode exponierten Leber noch weiter 
an. In Versuch 40 und 41 erreicht der Ammoniakwert nach 12 bis 
15 Minuten nahezu das Maximum; die weitere Erhéhung bei Exposition 
bis zu 60 Minuten kénnte innerhalb der Fehlerquellen der Methodik 
liegen. 

In Versuch 43 erfolgte die Ammoniakbildung offenbar in zwei Etappen. 
In den ersten 6 Minuten bestand eine deutliche Ammoniakbildung, sodann 
war der Wert bis zur 30. Minute nahezu konstant. In der Zeit von de 


30. bis zur 60. Minute liegt das Maximum des Ammoniakwertes, welche 
sich in weiteren 60 Minuten nicht mehr andert. 


Bei Exposition in Tyrodeldsung findet somit eine stiirmisch ein- 
setzende Ammoniakbildung in der Leber statt. Die Ammoniakbildung 
der Leber kann in kurzer Zeit bis zu einem vielfachen des aktuellen 
Ammoniakwertes betragen. So ist der NH,-Gehalt bei Versuch 41, 
sofort untersucht, 1,75 mg-°,, nach der Exposition 6,95 mg-°,. Das 
gleiche Ergebnis zeigen auch zahlreiche andere Versuche in Tabelle II. 


Soll der nachgewiesenen Ammoniakentstehung in der Leber eine 
besondere Bedeutung zukommen, so mu der autolytische Harnstoff- 
zerfall als Quelle ausgeschlossen werden. Die in Tabelle I angefiihrten 
Harnstoffuntersuchungen ergeben, daB waihrend des gesamten Versuchs 
eine Anderung der Harnstoffwerte nicht stattfindet. Auch der zeitliche 
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und quantitative Ablauf der Ammoniakbildung schien von vornherein 
gegen einen autolytischen Harnstoffzerfall zu sprechen. 


Sehen wir vom Harnstoff als Quelle fiir die Ammoniakbildung 
in der Leber ab, so kommen nach den bisherigen Erfahrungen in erster 
Linie die Aminosiuren sowie Purinkérper in Betracht. A. Bornstein 
und H. F. Roese zeigten im Durchstr6émungsversuch, daB in der Leber 
in kurzer Zeit betrachtliche Aminosiuremengen desaminiert werden 
kénnen.  Andererseits liegen Untersuchungen von P.Gydérgy und 
H. Rothler vor, nach welchen die Leber die ihr zugesetzte Adenylsaure 
zu desaminieren imstande ist. 


b) Uber den EinfluB des Insulins auf den Ammoniakgehalt 
und die Ammoniakbildung der Leber. 

Diese Beobachtungen sind nach ganz gleichmaBiger Ernahrung 
ausgefiihrt. Einer Anzahl von Tieren wurden 2 Einheiten Insulin 
subkutan verabreicht. Bei nahezu allen traten nach 30 bis 150 Minuten 
schwere hypoglykimische Erscheinungen mit Opisthotonus, Dreh- 
und Streckkrampfen, sowie Koma auf. Der Blutzucker sank dabei 
in allen Fallen betrachtlich ab, der tiefste Wert betrug in Versuch 30 
sogar 9 mg-%,. 

Die RegelmaBigkeit derartiger hypoglykaémischer Erscheirungen 
steht mit friiheren Angaben (vgl. E. Laqueur und A. Grevenstuck) in 
Widerspruch. Nach den Voruntersuchern bestehen bei Mausen, die bei 
Zimmertemperatur beobachtet werden, keine derartigen mit Krampfen 
verbundenen hypoglykaémischen Erscheinungen. 

Die Lebern der Insulinméuse untersuchten wir in der beschriebenen 
Weise auf ihren aktuellen Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung. 
Die Expositionszeiten waren im Maximum bis zu einer Stunde. An den 
gleichen Lebern sind auch Glykogenbestimmungen vorgenommen worden. 
Gleichzeitig mit jeder Serie von Insulintieren untersuchten wir unter den 


gleichen Bedingungen Kontrolltiere. Die Ergebnisse unserer Versuche 
sind in Tabelle II dargestellt. 


Die Werte fiir das aktuelle Leberammoniak der normalen Kontroll- 
tiere zeigten trotz der Gleichartigkeit der Beobachtungsbedingungen 
eine erhebliche Streuung. So lag das Minimum in diesen Versuchen 
bei 2,2 mg-°4, und das Maximum bei 5,3 mg-%%. Berechnen wir aus 
allen Versuchen den Mittelwert, so ergibt sich hierfiir 3,5 mg-° (Mittel 
der Versuche von Tabelle I, II und III). 

Bei Insulintieren bestehen wesentliche Abweichungen des aktuellen 
Ammoniakgehaltes von den bei normalen Tieren geschilderten Werten. 
Der maximale aktuelle Leberammoniakgehalt lag hier bei 3,6 mg-°%, 
der minimale bei 0,8, und der berechnete Mittelwert betrug 2,3 mg-%%. 
Die Ammoniakwerte in der Leber nach Insulin scheinen somit be- 
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Tabelle II. Kontrolltiere. Insulintiere (2 Einheiten Insulin subkutan). 
, Insulintiere 
Reateomiens (2 Einheiten Insulin subkutan) 
Datum on 27 =z . &, = $s 22. =, 2 Bemerkung 
sa eee) 2 | 8 | SE | Su 3 | § 
Em ice.| £ | B | $5 | Sz es | 
’ Za - =) N = a 
Nr mg-°/) mg- meg- Min. mg- mg- 
8. 1Y 1 3,79 7,09 — 
2 12.79 | 7,0 
3 45 |2,98 9,47 39 
+ 90 | 1,41 9,04 24 
5 150 | 0.80 12,1 25 
11. IV. 6 | 3,46 7,99 2,86 136 
7 | 3,12 10,5 | 3,31 Milztumot 
8 75 | 2.52 103 | 0,1 17 
20. IV. +] 3.32 109 1,43 108 
10 | 5.13 |13,3 | 1.10 | 108 
11 70 243 7,69 0,87 47 
12 150 3,0 10,7 | 0,59 27 
13 45 | 232 9,7 26 
14 75 243 8,6 22 
29. IV. 15 | 5,3 — 19 103 \ 
16 49 — 119 167 ‘ 
17 42 1,2 154 
18 90 1,90 17 
19 60 3,60 0,35 22 
20 90 | 2,2 0,38 22 
21 120 33 0.27 24 
18. \ 22 (343 — 1,48 51 
23 «| 4,558 1.72 | ili 
24 | 3,0 1.73 120 
25 3,40 i,90 74 
26 | 3.41 _ O97 92 
27 70 =3,44 0,37 Knapp nacl 
28 70 | 2,82 mi “a) + 
29 85 2,25 020 14 
39 8 2.38 0.16 4 Knapp 
31 80 263 — 013 20 oo 
20. V. | 32 | 3,98 1,2 70 
33 4,44 1,0 56 
34 || 2,25 0.97 134 
35 | 2,24 - | 0,80) 158 
36 70 , 2,15 041 31 
37 85 2.02 035 45 
38 60 1,25 0.54 32 
39 70 | 2,29 - 
Maximalwert: | 58 1838 831 167 360 121 O87 47 
Minimalwert: 2.24 7,0 080 56 080 769 O01 + 
Mittelwert: 3.72 946 1,55 111 238 9.70 035 2 
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trachtlich niedriger zu sein als die Werte von normalen Kontroll- 
tieren. Diese Tatsache zeigt sich insbesondere in den Mittelwerten 
der Tiere mit und ohne Insulin. In klarer Weise geht das gleiche 
auch aus der Betrachtung der Versuche einer entsprechenden Serie 
von Insulin und Kontrolltieren hervor, die jeweils am selben Tage, also 

unter vollkommen gleichartiger Er- 

nihrung aufgearbeitet wurden. Diese 


5, soe Atty Sota Beobachtungen sind in unserer Ta- 


a” be/ Kontroliteren bei Insuirntieren 





belle nebeneinander angefiihrt. Es 
ergab sich dabei ausnahmslos bei 
den Insulintieren ein bedeutend 








° niedrigerer Leberammoniakgehalt, 

Mi sisaciitaniod als bei den Kontrolltieren der 
8 gleichen Serie. Nur in vereinzelten 

P Reihen liegen die Ammoniakwerte 

der Insulintiere an der unteren 

Grenze der Kontrollen dieser Serie. 

" vi Besonders deutlich ergibt sich 


diese Tatsache aus Abb. 1, in 
& welcher auf dem ersten Stab als 





mm 

‘ Ordinaten des Diagramms die Werte 

ee ® aller Kontrolltiere und auf den 
° x 


zweiten Stab in gleicher Weise die 
Werte aller Insulintiere eingetragen 
wurden. Es ist eindeutig ersicht- 
lich, wie sich die meisten Werte 





oo 
 K sgpocda x x 





é 
€ der Insulintiere im Koordinaten- 
system erheblich tiefer gruppieren 
e als die der Kontrollen. 
7 Wir glauben somit, trotzdem 


x eine bedeutende Streuung fiir den 
aktuellen Leberammoniakgehalt be- 
steht, einen sicheren EinfluB des 
Insulins im Sinne einer erheblichen 
o Verminderung der Ammoniakwerte 
wos. nachweisen zu kénnen. Die Unter- 
suchungen des Ammoniakgehalts 
der Leber nach Exposition an Tieren mit und ohne Insulin zeigten, 
wie aus den Protokollen hervorgeht, keine eindeutigen Unterschiede. 
Der Glykogengehalt der Leber sowie der Blutzucker waren nach 
Insulin erheblich vermindert. Die Resultate sind aus der Tabelle er- 
sichtlich. Es bestand kein gesetzmaBiger Zusammenhang zwischen 
Glykogen- und Ammoniakgehalt. 
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Wir miissen hier noch darauf hinweisen, daB die Fliissigkeits- 
verschiebungen nach Insulin eine Anderung des Trockengehaltes der 
Leber verursachen kénnen. Versuche von A.Gigon zeigten jedoch, 
daB im Gegensatz zu den anderen Geweben der Trockengehalt der 
Leber nach Insulin ansteigt. Aus Fliissigkeitsverschiebungen unter 
Insulinwirkung kann sich somit fiir unsere Feststellungen keine prin- 
zipielle Abweichung ergeben. Wir haben deshalb auf solche Unter- 
suchungen verzichtet. 

Die Erklarung fiir das Verschwinden betrachtlicher Ammoniak- 
mengen der Leber nach Insulin kénnte in erster Linie in einer veranderten 
Harnstoffbildung gesucht werden. K. Mori fand auch in Durch- 
stromungsversuchen eine Vermehrung der Harnstoffbildung unter 
Insulin. Wir untersuchten aus diesem Grunde noch besonders den 
Harnstoffgehalt der Leber von hypoglykamischen Tieren. Die Ver- 
suchsanordnung war dabei die gleiche wie bei den friiher geschilderten 
Beobachtungen. Zur Verkleinerung der Fehlerstreuung wurden die 
Lebern mehrerer zu gleicher Zeit mit Insulin gespritzter Tiere zusammen 
verrieben und aufgearbeitet. Die Versuchsergebnisse zeigt Tabelle ITI. 


Tabelle III. 


Kontrolltiere. Insulintiere (2 Einheiten Insulin). 





Kontrolltiere lusulintiere (2 Einheiten Insulin) 
od a Re 3g OE amen TT ee 
der Mause Miuse ryetae) Harnstoff-N er egg Ciytas) Harnstoff-N 
20. Vv. 44-46 | 8 13,3 86,5 
47—49 | 8 10,0 61,3 
29. V.| 50-52 | 38 14,2 80,4 | 
20. V. | 538—55 2 90 14.5 63.5 
56—58 3 60 11,2 47,0 
29. V. | 59—61 3 30 | )=«(12,4 80,0 
2. VI. | 62—65 4 75 9,15 61,4 
Mittelwert von 9 Tieren: 12.5 76,0 
Mittelwert von 13 Tieren: 11,8 63,0 


Die Harnstoffwerte in der Leber vor und nach Insulin weichen 
in keiner ausgesprochenen Weise voneinander ab. Die Veranderung 
des Ammoniakgehalts der Leber nach Insulin kann somit nicht in einer 
veranderten Harnstoffbildung gesucht werden. 

In friiheren Beobachtungen konnten wir beim Menschen eine Ver- 
minderung des Blutammoniaks bei Muskelarbeit nach Insulin fest- 
stellen. Es ware naheliegend, die hier besprochenen Befunde des er- 
niedrigten Ammoniakgehaltes der Leber unter Insulin mit unseren 
friiheren Beobachtungen in Analogie zu setzen. Die Muttersubstanz 
des Leberammoniaks ist heute chemisch noch gar nicht charakterisiert 
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und méglicherweise nicht einheitlich. Am wahrscheinlichsten scheint 
uns, daB der beschriebene Befund durch eine Beeinflussung des Stoff- 
wechsels der Aminosduren oder der Purine zu erklaren ist. 


Zusammenfassung. 


Durch Untersuchung des aktuellen Ammoniakgehalts der Leber 
von weiBben Mausen, sowie der Ammoniakbildung nach Exposition 
der Leber in Tyrodelésung konnte eine deutliche Ammoniakbildungs- 
fahigkeit der Leber nachgewiesen werden. Die Muttersubstanz dieses 
Leberammoniaks ist nicht bekannt, aber keinesfalls mit Harnstoff 
identisch. 

Unter Insulinwirkung tritt eine bedeutende Senkung des aktuellen 
Leberammoniaks auf, die nicht mit einer verinderten Harnstoffbildung 
zusammenhingt. 

Die vorliegende Arbeit wurde erméglicht durch eine Spende aus dem 
von Geheimrat von Noorden gegriindeten wissenschaftlichen Fonds der 
Stoffwechselabteilung. 
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Eine kolorimetrische 
Bestimmung des Brunsthormons (Menformon). 


Von 


S. Kober. 


(Aus dem pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam. ) 


(Eingegangen am 6. Juli 1931.) 


Seitdem man in unserem Laboratorium vor etwa 4 Jahren bis zu 
einem Reinheitsgrad von etwa 1 y pro Einheit Menformon gekommen 
war, wurde versucht, ob man nicht eine chemische (kolorimetrische) 
Reaktion finden konnte, die méglicherweise die biologische Eichung 
ersetzen kann. Peek! hat darum eine groBe Reihe von Reaktionen 
untersucht — leider mit negativem Ergebnis. 

In seiner zusammenfassenden Beschreibung ,,Untersuchungen tiber 
das weibliche Sexualhormon* (Berlin 1931) kommt A! Butenandt zu 
dem Ergebnis: ,,Das Hormon gibt keine charakteristische Farb- 
reaktion“, ,,es erfolgt nur eine gelbrote Farbung durch konzentrierte 
Schwefelsiure“ (l.c. 8.51). H. Wieland, W. Straub und T. Dorf- 
miiller® beobachteten (bei unreinen Praparaten; 0,5 y pro M.-E.) mit 
konzentrierter Schwefelsaure und Chloroform (Salkowski) Gelbfarbung 
der Schwefelséure, mit Essigsiureanhydrid und Schwefelséure (Lieber- 
mann-Burchardt) rotstichige Gelbfarbung mit griiner Fluoreszenz. 
Die gleiche Beobachtung beschreibt G. F. Marrian®. Wir selbst fanden 
bei den reinsten Kristallisaten (1 Einheit = 0,09 y) mit konzentrierter 
Schwefelsaure (in der Kalte oder bei schwachem Erwarmen) eine rein 
griine Lésung mit starker (griiner) Fluoreszenz. Auch diese Erscheinung 
wurde von Marrian (l.c. 8. 1024) notiert. Dieselbe Reaktion geben 
auch Gallensiuren. Durch geringe Verunreinigung, wie Pregnandiol, 
wird diese Reaktion jedoch stark beeinfluBt: die intensive Reaktions- 
farbung der Begleitstoffe (Pregnandiol: orange; Sterine: rot) verdeckt 

1 4. E. J. Peek, Ned. Tijdschr. v. Geneesk. 1, Nr. 6, 73, 1929. 

* Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 97, 1929. 

8 Biochem. Journ. 24, 441, 1930. 
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die viel weniger intensive Farbung des Hormons. Die Reaktionen mit 
konzentrierter H,SO, — mit oder ohne Zusitze — sind also zur Charak- 
terisierung des Hormons nicht geeignet. 

Es wurde nun gefunden, daB durch Verdiinnen des schwach er- 
warmten griingefdrbten Reaktionsgemisches (Hormon + H,SO,) mit 
Wasser eine in der Durchsicht klare rote Lésung mit griinlicher Fluoreszenz 
entsteht. 

Beim Neutralisieren oder durch Zusatz von H,O, verschwindet 
die rote Farbung. Im ersten Falle tritt sie nach starkem Anséuern 
wieder auf. Keine andere der bisher untersuchten Substanzen zeigt 
mit den gleichen geringen Mengen — ein ahnliches Verhalten!. Der 
Farbton der Reaktionslésung laBt sich durch Mischung einer Lésung 
von Eosin mit Methylorange (alkalisch) reproduzieren. Die Farb- 
intensitat, bewirkt durch 10 y Hormon pro Kubikzentimeter, entspricht 
einer solchen von etwa 10 y der genannten Farbstoffe. Etwa 1 y Hormon 
gibt im Kubikzentimeter Lésung noch eine blasse Rosafairbung. 

Durch Zusatz von Phenolen zur konzentrierten H,SO, laBt sich 
die Farbintensitat noch steigern, so daB auch noch 5 M.-E. Hormon 
in 1 cem Lésung mit bloBem Auge erkannt werden kénnen; gleichzeitig 
erreicht man damit das nahezu vollstaindige Verschwinden der die 
kolorimetrische Messung behindernden Fluoreszenz. 


Zur Ausfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung bringt man etwa 
5 y Hormon (= etwa 55 M.-E!) in ein kleines Reagenzglas, verdampft das 
Lésungsmittel, fiigt 0,2cem gines Gemisches von gleichen Teilen kon- 
zentrierter H,S O, und Phenolsulfoséure (o + p) hinzu (Reaktionsgemisch A), 
erwirmt 2 Minuten im kochenden Wasserbad, kihlt ab, fiigt 0,2 cem 
Wasser hinzu (Reaktionsgemisch B), kocht kurz auf, verdiinnt mit 0,6 cem 
Wasser und kiihlt sofort ab. Als Vergleichsfliissigkeit dient eine Lésung 
von Kresolrot (sauer), die 10 mg in 100 cem enthaélt. 5 y Hormon geben 
die Farbung von etwa 25 y Kresolrot. Die Messung kann im Authenrieth- 
Kolorimeter erfolgen; der mit der Standardlésung gefiillte Keil wird an 
Reaktionsgemischen von bekanntem Gehalt an kristallisiertem Hormon 
geeicht. Dies ist notwendig, da die Farbintensitét nicht einfach proportional 
der angewandten Hormonmenge ist. Die Ablesung erfolgt am besten 
5 bis 10 Minuten nach dem Verdiinnen. 





’ Es wurden untersucht und in Mengen von 0,1 bis 1 mg negativ 
gefunden: ein- und mehrwertige Phenole (Phenol, «- und /-Naphthol, Hydro- 
chinon, Resorcin, Pyrogallol, Nitrophenol, Naphthylamin), Ketone (Aceton, 
Benzophenon, Anthrachinon, Lavulose), Sterine, Desoxycholxaéure, Cholin- 
chlorid, Kohlenhydrate (Lavulose, Dextrose, Rohrzucker). Von Begleit- 
stoffen des Lipoidextrakts aus Harn : Pregnandiol (etwa 0,2 mg) als bekannte 
Substanz, 0,1 mg eines Rohextrakts mit 2M.-E. Hormon. Die Farbe von 
reinem Urobilin bleibt unveraéndert, die von Bilirubin wird in griin ver- 
wandelt. 

Anmerkung bei der Korrektur: Ein déhnliches Verhalten wie das 
Hormon zeigt auch Anthrol. 
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Die hier beschriebene Austiihrungsform der Bestimmung bildet 
das Ergebnis der folgenden Beobachtungen: 


a) Reaktionsgemisch A. 
1. Erhitzungstemperatur. 


Bei Zimmertemperatur ist die Umsetzung nur gering; bei 150° findet 
bereits eine starke Zersetzung statt. Zwischen 50 und 125° wurde kein 
sehr wesentlicher Unterschied der Farbbildung beobachtet. 100° wurde 
als leichtst reproduzierbare Bedingung gewahlt. 


2. Erhitzungsdauer. 


Zwischen 1 und 10 Minuten wurde kein Unterschied gefunden, bei 
groBeren Substanzmengen (unreinere Produkte) dauert die Aufl6sung etwas 
langer. 


3. Verwendung und Konzentration von Phenolsulfosdure. 

Bei Gebrauch von auch kleineren Mengen (5°,) «- oder /-Naphthol 
ist die Intensitét zwar etwas gréBer, die Kontrollésung ist jedoch selbst 
schwach gefaérbt und die Reproduzierbarkeit (Konstanz) schlechter als 
bei Phenol. Mit Phenolsulfosiure (ohne H,SO,) allein ist die Umsetzung 
nicht vollsténdig, ebenso bei Anwendung kleinerer Phenolkonzentra 
tionen (5°). 

4. Menge der Phenolschwefelsdure. 

Sowohl mit 0,1 cem wie mit 0,4 ccm wird eine geringere Farbintensitat 

erzielt als mit 0,2 ccm. 


b) Reaktionsgemisch B ‘(Verdiinnung mit Wasser). 

Auch ohne Aufkochen findet die Bildung der Rotfarbung statt, jedoch 
in geringerem MaBe als bei Aufkochen mit 0,8ccm Wasser. Im ersten 
Falle wird das Maximum der Farbintensitaét erst einige Minuten nach dem 
Verdiinnen, im zweiten Falle sofort nach dem Aufkochen erreicht. Hieraus 
folgt, daB die Umsetzung bei héherer Temperatur vollstandiger ist. Wird 
jedoch nur mit 0,2 cem H,O aufgekocht, wobei eine Temperatur von etwa 
120 bis 130° erreicht wird, so wird eine weitere Steigerung der Farbintensitat 
erreicht. 

Die Farbe der Lésung lauft wahrscheinlich unter EinfluB des Luft 
sauerstoffs ziemlich schnell zuriick. Kiihlung im Eiswasser verlangsamt 
diesen Vorgang. 

Die spektrophotometrische Auswertung der Reaktionslésung bei 
reinen Kristallen lie eine Extinktion zwischen 4150 und 5150 A mit 
einem scharfen Maximum bei 4880 A erkennen. Die Reaktionslésung 
mit unreinerem Produkt (-~ 0,5 y/Einh.) zeigte das gleiche Absorptions- 
maximum bei etwas gréBerer Breite (im Griin). Daher rechtfertigt sich 
die Verwendung der Reaktion auch bei unreineren Produkten. So 
wurde beispielsweise in einem Extrakt von 1,71 g kolorimetrisch (im 
Stuphometer von Zeiss) ein Gehalt von 340 mg an kristallisiertem 
Hormon ermittelt. Wenn wir als Wirkungsgrenze des Hormons 
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0,09 y/Einh. zugrunde legen, so entsprichen den 340mg _ etwa 
3750000 Einh. 

Auf Grund der biologischen Eichung wiirden wir einen Gehalt 
von 3300000 Einh. annehmen. 

Die Ubereinstimmung zwischen dem kolorimetrisch und dem 
biologisch ermittelten Wert ist also gut. 

Ebenso konnte auf diese Weise der Hormongehalt von Extrakten 
aus Pferdefollikelsaft in Ubereinstimmung mit der biologischen Aus- 
wertung ermittelt werden, ein Hinweis fiir die Gleichartigkeit des 
Brunststoffes an der Erzeugungsstelle mit dem Ausscheidungsprodukt. 

Die Untersuchung, insbesondere tiber die Ausdehnung der Be- 
stimmung auf unreinere Extrakte, wird fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Farbreaktion auf das Brunsthormon (= Follicula- 
hormon, Menformon) sowie ihre Verwendung zur kolorimetrischen Be- 
stimmung dieses Stoffes beschrieben. 
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Zur Methodik der Gewinnung eines einheitlichen Skelettmaterials 
zur Mineralanalyse des Gesamtskeletts und iiber das regelmibige 
Vorkommen yon geringen Mengen von Kalkseifen in engerer 
Verbindung mit den Skelettmineralen. 
Von 
F. Fisehler. 
Unter Benutzung von Arbeiten von A. Wild’ und H. Kaussler?. 


(Aus dem Universitaéts-Institut der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Lebensmittelchemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1931.) 


Fir den Vergleich von Mineralanalysen von Knochen unter- 
einander und unter der Einwirkung verschiedener Stoffwechseleinfliisse 
ist es eine wesentliche Voraussetzung, ein méglichst einheitlich vor- 
bereitetes Skelettmaterial zu benutzen. Zwei Momente sind in dieser 


Hinsicht st6rend, narhlich einmal die offenbar durch anatomische - 


Eigentiimlichkeiten bedingte etwas verschiedene mineralische Zu- 
sammensetzung einzelner Knochen des Skelettsystems untereinander, 
weiter die Schwierigkeit einer gleichmaBigen Herrichtung des Knochen- 
ausgangsmaterials. Man braucht nur an das Vorhandensein oder 
Fehlen, oder die verschiedene Ausdehnung der Markhéhle einzelner 
Knochen zu denken, um sofort zu sehen, daB die Bestimmungen iiber 
das Verhaltnis z. B. der organischen zu den anorganischen Anteilen 
hierdurch sehr unsicher werden. Bei Knochen kleiner Tiere wird man 
sogar auf eine besondere Priparation vielfach iiberhaupt verzichten 
mussen. 

Fir die Knochenasche hat S. Gabriel? schon vor vielen Jahren 
eine einheitliche Darstellungsmethode ausgearbeitet, die sich aber 


1 A. Wild, Beitréige zur Chemie der Knochenminerale nebst Versuchen 
der Veraénderung ihrer Zusammensetzung durch Calciummangel der Nahrung, 
avitaminotische Ernéhrungseinfliisse, Hunger und Phlorrhizineinwirkung. 
I.-D., Miinchen 1923. 

2 H. Kaussler, Uber fettsauren Kalk als regelmaéBigen Begleiter des 
Mineralanteils der Knochen. I.-D., Miinchen 1926. 

* S. Gabriel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 257, 1894. 
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anscheinend wenig eingebiirgert hat. Ausgehend von seiner Methodik 
der Reindarstellung von Cellulose mit Glycerin-Kalilauge (letztere3° ig), 
welche die [solierung von Cellulose erlaubt, wandte er das gleiche Ver- 
fahren auf die Gewinnung der Knochenminerale an. 

Die vom bindegewebigen Anteil méglichst befreite. getrocknete und 
eventuell mit Alkohol und Ather entfettete Knochenmasse wird pulverisiert 
und unter héufigem Umschiitteln in der Glycerin-Kalilauge auf 200° erwarmt 
und etwa | Stunde auf dieser Temperatur gehalten, dann auf 150° ab- 
gektihlt und in eine Schale mit heiBem Wasser gegossen. Von dem sich 
absetzenden Mineralmaterial wird die iiberstehende Fliissigkeit mit Hilfe 
eines mit Leinwand iiberzogenen Hebers abgesaugt und die gleiche Prozedur 
so lange mit heiBem Wasser wiederholt, bis das Knochenmehl alkalifrei 
ist. Dann wird bei 120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die so ge- 
wonnene Knochenasche zeigt nach Gabriel! und Aron? gr6Bte Uberein- 
stimmung mit durch direktes Gliihen erhaltener Knochenasche, vor allem 
tritt beim Gliihen keine Bréunung oder Schwarzung mehr auf. Wenn 
trotz dieser Behandlung beim Gliihen eine Bréunung oder Schwarzung 
auftritt, so wird noch einmal mit Glycerin-Kalilauge behandelt und wiede1 
alkalifrei gewaschen. 

Wesentliche Vorziige gegeniiber direkter Gliihung bestehen also nicht. 
im Gegenteil ist die Arbeitsverlangerung, die mit dieser Methodik ver 
bunden ist, wohl der Hauptgrund ihrer Nichteinbiirgerung. Es ist aber 
auch zweifelhaft, ob die hohen erreichten Hitzegrade von 200° und eventuell 
mehr und die Beimengung von Glycerin fiir das Knochenmaterial tatséchlich 
indifferent sind, besonders fiir die an Kohlenséure gebundenen Anteile. 


Aber nicht solche Bedenken waren fiir mich mabgebend, eine andere 
Art der Gewinnung der Skelettminerale auszuarbeiten, sondern die 
Unmoglichkeit, auf mechanischem Wege das Gesamtskelett kleine1 
Tiere zu gewinnen. Das ist aber besonders wichtig, da fiir Fragen von 
Stoffwechseleinfliissen auf die Zusammensetzung des Skeletts nur eine 
Untersuchung des Gesamtskeletts bindende Aufschliisse geben kann. 
Hierfiir kommen aber nur kleinere Tiere in Betracht, wobei das Knochen- 
material bei seiner Feinheit denkbar geschont werden muB, anderer- 
seits aber auch eine véllige Befreiung von organischer Substanz un- 
umganglich ist. 


Von diesen Gesichtspunkten ausgehend, habe ich eine neue Methodik 
zur Gewinnung einheitlichen Skelettmaterials ausgearbeitet und im 
Laufe der Jahre vielfach erprobt. Bekanntlich kann man die Kérper- 
gewebe auch durch recht verdiinnte Alkalilauge bei der Temperatur 
des siedenden Wasserbads hydrolysieren. Es war zu priifen, ob auf 
diese Weise auch die organische Grundsubstanz des Knochengewebes 
vollig entfernt werden kann. 


‘Le, 
* H. Aron, Arch. f. Physiol. 106, 91, 1905. 
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Nach mancherlei Modifikationen hat sich uns folgende Methodik 
bewahrt: Nach Herausnahme der inneren Organe durch Bauchschnitt 
kommen die ganzen Tiere in 2°,ige Kalilauge, die in siedendem Wasser 


auf die damit erreichbare Héchsttemperatur gebracht ist. Auf eine Maus 


nimmt man etwa ! 


sich Haare und Haut ab, und die Hydrolyse beginnt sofort an den diinnen 
Teilen. Der Schwanz zerfallt, die FiiBe zeigen sehr bald nur noch die 
knéchernen Teile, die Muskulatur lést sich ab und nach etwa 2 Stunden 
sind von dem Tiere nur noch die Knochen mit wenig anhangenden Teilen 
vorhanden. Das Fett schwimmt, soweit es nicht verseift ist. in dligen 
Tropfen obenauf. Bei diesem Stadium dekantiert man vorsichtig etwa 
die Halfte der Fliissigkeit ab und ersetzt sie durch frische 2°,ige Kalilauge. 
Die gleiche Prozedur wird Ofters wiederholt. Die Knochen isolieren sich 
immer mehr, Gehirnteile, die dieser Behandlung am langsten widerstehen, 
kann man leicht mechanisch mit einer langen Pinzette herausfischen. 
Die Knochen haben jetzt von dem veranderten Hamoglobingehalt eine 
griinliche Farbung. Alle Knochen sind vd6llig isoliert und die Schiadel- 
kapsel ist auseinandergefallen. Nicht selten fallen auch die Zahne aus. 
Mit dem Dekantieren unter Wiederersatz der Kalilauge fahrt man nun so 
lange unter standigem Belassen in siedendem Wasserbad fort, bis -die 
Knochen weiBlich sind und frische Kalilauge nach einer halbstiindigen 
Einwirkung kaum noch eine leichte Triibung zeigt. Nun wird die Kalilauge 
moglichst vollstandig unter Vermeidung von Knochenverlusten abgegossen, 
wobei man behutsam sein mu, da die Knochen jetzt briichig sind. Es 
wird nun mehrmals mit kochendem, destilliertem Wasser aufgefiillt, das 
ebenfalls mehrmals dekantiert wird, wobei man zuletzt das gesamte Knochen- 


material in ein ganz frisches Glas spiilt. Die Beriihrung der Knochen ist 


zu vermeiden, Ca sie sonst brechen. Zum SchluB wird noch dreimal mit 
7 


reiner frischer 2°,iger Kalilauge je 2 Stunden im Wasserbad erhitzt und 
nun so lange mit 6fter gewechseltem heiBen Wasser versetzt, bis das Wasch- 


wasser nach halbstiindiger Einwirkung sich mit Phenolphthalein nicht 
mehr rétet und mit Caleiumchlorid keine Spur einer Triibung mehr zeigt 


(Abwesenheit der Seifen). Das iiberschiissige Wasser wird nach méglichstem 
Dekantieren auf dem Wasserbad verdampft und die Knochen so getrocknet. 
Sie werden dann quantitativ mit Hilfe eines feinen Haarpinsels in eine kleine 


Porzellanschale iibergefiihrt, dann 2 Stunden im Soxhletapparat mit 


Alkohol und Ather extrahiert, um die letzten Spuren von Fett zu entfernen, 


dann in ein Wageglas gebracht und im Vakuumexsikkator getrocknet und 
konstant gewogen. 


Bei dieser 4uBerst schonenden Behandlung bleiben die einzelnen 
Knochen auch junger Mause vollig erhalten. Sie sind rein weib, gelegent- 


lich mit einem Stich ins Gelbe. Merkwiirdigerweise sind sie ziemlich 
stark hygroskopisch, weshalb man beim Wiegen rasch arbeiten muB 
Es muB zugegeben werden, daB diese Art der Gewinnung der Mineral- 
anteile der Knochen umstandlich und ziemlich zeitraubend ist, sowie 
groBer Sorgfalt bei der Arbeit bedarf. In Anbetracht der oben schon 
erwahnten Uneinheitlichkeit der bisher bei der Gewinnung des Gesamt- 
mineralanteils des Skeletts angewendeten Methodik diirfte diese 
Methode, wie weiterhin belegt wird, vor allem wegen der schonenden 
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» Liter Lauge. Das GefaB wird mit einem Uhrglas 
bedeckt, um einer zu starken Verdunstung vorzubeugen. Sehr rasch lésen 
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Behandlung aber doch nicht unerhebliche Vorziige besitzen. Denn es 
ist mit Sicherheit anzunehmen, daB eine Veranderung der mineralischen 
Zusammensetzung nicht erfolgt, da Calcium-Magnesiumcarbonate bei 
diesen Hitzegraden durch die diinne Alkalilauge nicht verandert werden 
und auch der Phosphoranteil nicht angegriffen werden kann. Vor 
allem weist darauf auch die bei den diinnsten und zartesten Knochen 
véllig erhaltene anatomische Struktur hin. Dagegen ist schon der 
véllige Zerfall des Gesamtskeletts in Einzelknochen, sowie das Ver- 
schwinden jeden knorpeligen Anteils ein Beweis dafiir, daB die collagene 
Grundlage des Knochengewebes vollig entfernt ist. Davon haben wir 
uns durch haufige Anstellung der Proben auf Stickstoff und Schwefel 
nach Lassaigne, die stets negativ ausfielen, genau tiberzeugt. Eiwei 
oder eiweiBartige Substanzen sind durch die vorgehend geschilderte 
Behandlung daher véllig entfernt. 

Dagegen zeigte es sich, daB bei der Erhitzung im Gliihofen bei 
dem so behandelten Knochenmaterial regelmaBig eine zwar rasch 
voribergehende Braunung bis Schwarzung auftrat und daB auch 
beim Kochen mit konzentrierter Schwefelsiure eine leichte Kohlen- 
ausscheidung erfolgte. Die Geringheit und Fliichtigkeit der Erscheinung 
wies zwar von vornherein darauf hin, daB es sich nur um sehr kleine 
Anteile der organischen Beimischung handeln konnte. Es kam nun 
darauf an, die Natur der organischen Substanz zu bestinmmen, was 
allerdings am Gesamtskelett von Mausen, das selten mehr als 3/, g 
wog, nicht durchgefiihrt werden konnte. 

Wir gingen daher bei Knochen gréBerer Tiere dazu iiber, sie der 
gleichen Behandlung zu unterwerfen und erhielten bei Rinder-, Kalbs-, 
Schweine-, Kaninchen-, Meerschweinchen- und Ganseknochen genau 
denselben Befund, da alle diese Knochen beim Gliihen mehr oder 
weniger Braunung bis Schwarzung zeigten. Aber auch diese Knochen 
waren alle frei von Stickstoff und Schwefel. 

Zwei Beobachtungen fiihrten nun beziiglich der Erkennung der 
organischen Beimischung zum Ziele. 

Lést man etwa 5 bis 6g der nach unserer Methode bereiteten 
Knochenminerale in kalter Salzsiure auf, so bleibt stets eine leichte 
Tribung bestehen. Halt man die Lésung einige Zeit bei der Siede- 
temperatur des Wasserbads, so wird sie klarer, und es scheiden sich 
nach einiger Zeit am Fliissigkeitsrand feinste dlige Trépfchen ab. 
Ferner tritt beim Gliihen des Knochenmaterials deutlich ein Geruch 
nach verbranntem Fett auf. Die Abscheidung in Salzsaéurelésung, die 
am besten mit kalter, 7°,iger Salzsiure gelingt, laBt sich abfiltrieren 
und ist in Ather, Alkohol, Chloroform, Eisessig und Benzol léslich. 
Von einem gréBeren Ausgangsmaterial wurde die getribte Lésung 
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durch eine Soxhlethiilse filtriert und der Riickstand mit destilliertem 
Wasser chlor- und cakciumfrei gewaschen, dann getrocknet und diese 
Hiilse in einer anderen mit Ather extrahiert, wobei sich der Ather gelb 
farbte. Nach dem Verdampfen des Athers verblieb eine bei Zimmer- 
temperatur erstarrende, gelblichweibe, kristallin aussehende Masse 
mit einem leichten Geruch nach Talg. Quantitativ betrug diese Ab- 
scheidung bei verschiedenen Proben durchschnittlich 1/,°,, des Knochen- 
ausgangsmaterials und stieg héchstens auf 1°, an. Das Knochen- 
material zeigte in diesen Grenzen konstante Werte fiir die Abscheidung. 

In dieser Abscheidung konnten wir Ol-, Palmitin- und Stearinsiure 
nachweisen; ob noch andere Fettséuren darin sind, lieB sich bei der 
Geringheit des Ausgangsmaterials nicht feststellen. Es erhob sich die 
Frage, ob diese regelmaBig und in einer prozentual nahezu gleich- 
maBigen Menge in den nach unserer Methode gewonnenen Skelett- 
mineralen vorhandenen Fettsdiuren, die vermutlich als Calciumseifen 
vorlagen, Kunstprodukte waren oder mit den Knochenmineralen enger 
verbundene Bestandteile derselben darstellten. Bei der Behandlung 
mit Kalilauge konnte namlich Calctum aus dem Gewebe frei gemacht 
werden und sich, da gleichzeitig aus dem Fett Seifen entstehen, als 
Calciumseife am Knochen mechanisch niederschlagen. 

Um uns hieriiber Klarheit zu verschaffen, gingen wir so vor, dai 
wir Kalbsknochen so griindlich wie méglich mechanisch von Binde- 
gewebe und Fett befreiten und vor der Behandlung mit Kalilauge mit 
Alkohol, Ather und Chloroform zur volligen Fettextraktion im Sox4let 
behandelten. Die so vorbereiteten Knochen wurden dann mit Kalilauge 
nach unserer Methode weiterbehandelt. Aber auch sie zeigten, nachdem 
die Abwesenheit von Stickstoff und Schwefel festgestellt war, beim 
Gliihen die gewohnte Dunkelfarbung und lésten sich auch nicht klar 
in kalter Salzsiure. Erhielt man diese Lésung einige Zeit bei der Siede- 
temperatur des Wassers, so schieden sich wiederum kleine élige Tropfen 
am Fliissigkeitsrande ab. 

Bei dieser Art der Behandlung erscheint es ausgeschlossen, daB der 
Fettsaureanteil der Knochenminerale als Kunstprodukt durch die 
Behandlung mit Kalilauge an den Knochen in Form von Seifen ab- 
geschieden werden kann, da die Méglichkeit der Seifenbildung ja nicht 
mehr vorliegt. Wir gingen aber noch weiter und verschafften uns 
Rinderzaihne frisch geschlachteter Tiere, behandelten sie mit heiBbem 
Wasser, zermahlten und zerstieBen sie und extrahierten sie im Soxhlet 
wiederum mit Alkohol, Ather und Chloroform. Danach wurden sie 
unserer Kalilaugenbehandlung unterworfen. Beim Gliihen zeigte dieses 
Pulver aber ebenfalls eine wenn auch nur sehr geringe Braunung, und 
mit konzentrierter Schwefelsaure erhitzt, trat ebenfalls eine Dunkel- 
farbung auf. Léste man dieses Pulver in verdiinnter Salzsdéure, so war 
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die .Lésung bis auf Spuren flockiger Triibung klar, erhitzte man sie im 
siedenden Wasserbad, so setzten sich diese Flocken am Rande in 
feinster Trépfchenform fest. Nach starkem Abkiihlen konnte man die 
Fliissigkeit abgieBen, ohne daB die Trépfehen abgeschwemmt wurden, 
und mit Wasser nachwaschen. Das Reagenzglas wurde dann im Luft- 
strom getrocknet und der mutmaBliche Fettrand iiber freier Flamme 
maiBig erhitzt. Dabei trat ein deutlicher Geruch nach verbranntem 
Fett auf, wobei der Rand fast véllig verschwand. Also auch Zihne, 
die ja nur ein Minimum vom Gewebsanteil in der Pulpa enthalten, 
wiesen mit Sicherheit nachweisbare Mengen von Fettsauren auf. 


Die Bindung an Calcium konnten wir dann folgendermaBen fest- 
stellen: Wie eingangs schon erwahnt, braunen sich Knochen, die mit 
Glycerin-Kalilauge nach Gabriel geniigend lange behandelt sind, beim 
Gliihen nicht. Darin besteht ein Unterschied gegeniiber den nach 
unserer Darstellung gewonnenen Knochenmineralen. Nun 1laBt sich 
aber sehr leicht zeigen, daB Glycerin-Kalilauge reines Calciumstearat 
(wir nahmen den schwerléslichsten Anteil) unter den Bedingungen 
von Gabriel, ja sogar schon bei 100° innerhalb 10 Minuten zersetzt. 
Filtriert man nach dieser Zeit von dem ungelésten fettsauren Calcium 
ab und sduert das Filtrat mit Salzséure an, so tritt sofort eine Triibung 
durch Abscheidung von Fettsaéure ein, die im kochenden Wasserbad 
zur Abscheidung éliger Tropfen an der Oberflache fiihrt. Filtriert man 
von der in der Kalte mit HCl erhaltenen Triibung ab und macht dann 
mit Kalilauge alkalisch und iiberséuert mit Essigsiure, so tritt beim 
Uberschichten mit Ammonoxalat sofort an der Jeriihrungsstelle ein 
weiBer Ring von Calciumoxalat auf. 


Behandelt man nun nach unserer Methode dargestellte Skelett 
mineralanteile nachtraglich mit Glycerinkalilauge nach Gabriel, so 
zeigen sie dann beim Gliihen keine Bréunung mehr und man kann 
in der Glycerinkalilauge ebenfalls Fettsiure und im Filtrat Calcium 
nachweisen. Dagegen wird reines Calciumstearat bei der Temperatur 
des siedenden Wasserbads von 2°,iger Kalilauge auch nach mehr- 
stiindiger Behandlung nicht angegriffen. 


Aus allen diesen Daten muB daher geschlossen werden, daB Caleium- 
seifen mit dem Mineralanteil der Knochen in einer festeren Bindung 
stehen und einen regelmdBigen Anteil der Knochenminerale bilden. Ihre 
Entfernung aus dem Knochenmineral wiirde also einen, wenn auch 
nur geringen Verlust am Calciumanteil des Knochens ergeben. Rein 
theoretisch ist der Nachweis eines regelmaBigen Vorkommens von 
Kalkseifen in engerer Verbindung mit den Knochenmineralen fiir die 
Vorstellung des Verknécherungsvorganges nicht unwichtig, worauf an 
anderer Stelle zuriickzukommen ist. 
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Um einen einfachen Namen, der nach meiner Methode gewonnenen 
Knochenminerale zu pragen, seien sie kurz Laugenasche genannt. 

Die tatsachliche Brauchbarkeit der Methode ergab sich aber aus 
zahlreichen Vergleichen des so isolierten Gesamtskeletts erwachsener 
weiBber und grauer Mause und unausgewachsener weiber Mause, sowie 
aus dem Vergleich der Zusammensetzung der Laugenasche von Knochen 
einer grOBeren Reihe anderer Tiere. 
Zunachst wurde bestimmt : 

a) der Calcium-, Magnesium- und Phosphorsaureanteil sowie ihre 

Relation untereinander, 

b) die Streuung dieser Werte innerhalb normaler Grenzen, 

c) der durchschnittliche Glibverlust. 

Aus sehr vielen Einzelversuchen sei folgende Tabelle I zusammen- 
gestellt, die eine Anschauung tiber die Konstanz und normale Streuung 
der Ca: PO,: MgO-Werte geben soll, wobei absichtlich die exstremsten 
Zahlen, die gefunden wurden, mit einbezogen sind. 


Tabelle I. 


Gesamtskelettanalysen normaler, ausgewachsener weiBer Mause. 





100 g Knochenasche 


Lebend 


Nr gewicht v 


24, 
23, 
22 
21, 
21, 
21, 
20, 
205 
19.7 

18.9 

18.7 

18,21 


_ 


Swollen 
bo 


Ww 


24,10 
26,90 
25.00 


Gliih 


Analysierte 


Knochen 


ascne 


erlust 


0.4310 
0,4972 
0.4663 
0.4715 
0.4808 
0.3880 
0.4281 
0.4176 
0.3084 
0,3274 
0.2108 
0.2157 


0.7644 
6,3(2) 0.5640 
93 0,5392 


Cad 


57.21 
56.74 
56.40 
56.43 
56.19 
56,83 
56.47 
55,92 
56,62 
56,02 
56,42 
57,24 
Graue 
54.65 
56,08 
56.64 


enthielten 


P.O; 


40.95 
40,31 
40.05 
39,79 
39,37 
39.98 
38.91 
39,72 
40,22 
38,90 
39,78 
40.05 


Mause * 


39.33 
39,62 
39.93 


Aus det 
bere 


( 


34: 0.028 
33 - 0.030 
0,025 


: 0,022 
- 0,029 
- 0,024 
0.018 
0,023 
O.O02Z5 
0.026 
- 0.025 


: 0,023 


mr 1 DO 


to WwW 


SOwmwwwnrewwwwnsd 


- 0.020 
» 0,031 
0,029 


* 


Graue Hausmduse wild in der Falle gefangen 


Aus der Tabelle geht vor allem die groBe Konstanz im Verhalten 
des Wertes Ca: der im Mittel 1: 1,315 betragt 
Schwankungen zeigen schon die Mg O-Werte, die zwischen 0,018 bis 0,03 


Grobere 


PO, hervor, 


Als Gesamtresultat kann also gelten: 
Ca: PO,: MgO 1:1,315: 


schwanken. 


(O.018 0.030). 
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VerhaltnismaBig recht konstant ist auch der Glihverlust, wobei be- 
sonders wegen der Hygroskopizitat der Knochen eine groBe Aufmerksam- 
keit nétig ist. Als Durchschnitt kann man rund 10°% annehmen. 


Zur Bestimmung und Trennung von Ca:P:Mg sei noch kurz der 
Weg mitgeteilt, der von uns dafiir benutzt wurde und den wir empfehlen 
kénnen. 

Wir haben das Calcium als Oxalat regelma&Big zuerst abgeschieden, 
was sich ohne St6rung durch den PO,-Anteil leicht ausfiihren laBt, und 
wir haben damit viel Zeit gespart. 

Die durch 15- bis 20° ige Salzsiure geléste Laugenasche wird im 
siedenden Wasserbad mit Ammoniak bis zur schwach sauren Reaktion 
abgestumpft und im Uberschu8 mit heiBer, konzentrierter, wasseriger 
Oxalséurelésung versetzt, dann rasch mit Ammoniak unter Umriihren 
alkalisch gemacht (Phenolphthalein), nochmals griindlich umgeriihrt und 
sofort mit Eisessig wieder angeséuert. Las Calciumoxalat setzt sich fast 
sofort flockig nieder und wird nach ein- bis zweistiindigem Verweilen im 
siedenden Wasserbad kristallin und leicht filtrierbar. Die Anwendung 
eines Glasfiltertiegels ist zu widerraten, da er die Filtration sehr verlangsamt, 
man benutze nur aschefreies Filtrierpapier. Haéufiges Umriihren be- 
schleunigt das Kristallinwerden des Niederschlags sehr. Der Niederschlag 
wird mit heiBem Wasser, das mit Essigséure angeséuert ist, erschépfend 
ausgewaschen. Die Wagung des Calciums nach Trocknen und Verbrennung 
geschieht als Calciumoxyd. 

Das heiBe Filtrat wird unter Umriihren mit konzentriertem Ammoniak, 
das am Rande zuflieBen mu8, stark alkalisch gemacht und iiber Nacht 
stehengelassen. '/, Stunde vor der Filtration empfiehlt sich griindliches 
Umriihren, damit alles Magnesium als Ammonium-Magnesiumphosphat 
ausfaéllt. Griindliches Auswaschen mit Ammoniakwasser. Wagen als 
Magnesiumpyrophosphat. Man braucht bei den Knochenmineralen kein 
Phosphat zuzusetzen, da dieses gegeniiber dem Magnesiumanteil in der 
Laugenasche im reichlichen Uberschu8 vorhanden ist. Das Filtrat wird 
wieder erhitzt und mit Magnesiamischung zur Abscheidung der PO, im 
Uberschu8 versetzt und in iiblicher Weise weiterbehandelt. Damit man 
nicht zu groBe Fliissigkeitsmengen erhaélt, mu8 man mit dem Fliissigkeits- 
zusatz sparsam umgehen. Die Gefahr, da8B mit dem Calcium etwa auch 
Magnesium als Oxalat ausfallt, besteht bei der relativ groBen Léslichkeit 
des Magnesiumoxalats in der Hitze und der geringen Konzentration, in 
der das Magnesium an sich in dem Knochenmaterial vorhanden ist, nicht. 
Wiederholte spezielle Priifungen des Calciumoxalatniederschlags auf 
Magnesium fielen iiberdies stets negativ aus. 

Es muB8 besonders darauf aufmerksam gemacht werden, da man 
die bei der Magnesiumbestimmung anfallende Menge an Phosphorséure 
derjenigen zuzuzéhlen hat, die bei der zuletzt ausgefiihrten Phosphat- 
fallung erhalten wird, um die Gesamtphosphatmenge der Knochenminerale 
zu erhalten. 


Es soll nun eine Tabelle tiber die Mineralzusammensetzung der 
Knochen noch nicht ausgewachsener, junger weiBer Mause folgen, weil 
das werdende Skelett vermutlich starkere Variationsbreiten in seiner 
Mineralzusammensetzung hat. 
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Tabelle II. 


Gesamtskelettanalyse normaler, noch wachsender weiber Mause. 





a 100 g Knochenasche 
Lebend- Gliih- Analysierte © csthaahtan Aus den Prozentzahlen 


gewicht verlust -—-Y g berechnetes Verhaltnis 

asche ; . 

Ca: PO,:¥ 
g CaO P20; MgO a: PO, : Mg 


BR 


£ 


13,60 
13,04 
12,41 
11,51 
11,50 
11,00 
11,00 
10,20 
10,18 

9,62 


0,1608 56,71 41,25 0,94 
0,1497 56,87 40,10 0,89 
0,1520 56,47 40,12 0,84 
0,1437 55,08 39,42 0,78 
0,1357 56,71 41,25 0,94 
0,1787 56,29 | 39,98 0,64 
0,1917 56,33 | 39,76 0,64 
0,1454 57,22 | 40,70 0,89 
0,1372 57,07 | 40,85 0,77 
0,1420 56,10 | 40,45 0,92 


- 0.021 
: 0,022 
- Of 21 
- 0,020 
: 0,021 
- 0.016 
0,015 
: 0,021 
: 0,019 
° 0,023 


— 
2 COLO 


DraISP Or Wd 


Pe Opp te igs ual ley 


Suto Row oD 
NSSAHKENWHANWSS 
ee eee tt ot 
poh fa fad fh fh fh fh ff 
Go Go Go Gn Gn Go Go Ge Go Go 


wm He CO Do CO 


_ 
oO; 
— 


Graue Mause 
14,00 10,19 0,3552 56,27 39,44 0,45 : 1,31: 0,008 (?) 


Aus der Tabelle II geht hervor, daB bei wachsenden jungen Mausen 
der PO,-Anteil gegeniiber ausgewachsenen gelegentlich mehr, gelegent- 
lich weniger erhéht ist. Der Mg-Anteil ist aber deutlich erniedrigt. 
Das gleiche Verhalten konnten wir fiir den Magnesiumanteil bei einer 
wildgefangenen, jungen grauen Hausmaus feststellen, der auffallend 
niedrig ist. 


Die Verhaltniswerte berechnen sich also im Durchschnitt fiir 
wachsende Tiere Ca: PO,: Mg = 1: 1,33: (0,015 bis 0,023). Es geht 
aus diesem Verhalten hervor, daB das noch im Wachsen und in Um- 
bildung begriffene Skelett in seiner Mineralzusammensetzung die end- 
giltigen Werte noch nicht erreicht hat. Man darf aus diesem Verhalten 
wohl ableiten, daB bei pathologischen Zustainden, die das Skelett 


betreffen, ebenfalls mit Stérungen der normalen Mineralzusammen- 
setzung zu rechnen ist. 

Zunachst galt es aber noch festzustellen, ob diesen Werten eine 
allgemeinere Giltigkeit fiir die mineralische Zusammensetzung der 
Skelettknochen des Menschen und verschiedener Tierarten zukommt. 
Tabelle III soll dariiber orientieren. 

Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, daB die oben mit- 
geteilten Werte eine weitgehende Ahnlichkeit mit denen fiir graue und 
weiBe Miause haben, womit diese wohl Anspruch auf allgemeinere 
Giiltigkeit erheben diirfen. Jugendliche Tiere zeigen auch hier eine 
etwas héhere PO,-Zahl. Mit erheblicheren Schwankungen ist nur bei 
den MgQO-Werten zu rechnen. 

Es sollen noch einige Werte in gleicher Weise fiir Zaline verschiedener 
Tierarten folgen. 
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Tabelle 11]. 
Analy- 100 g Knochenasche Aus den 
sierte Gliih- enthielten Prozentzahlen 
Nr Objekt Knochen- verlust “~ berechnetes 
n asche = Verhiltnis 
g g CaO PO, Mg) Ca: PO,: MgO 
1 Menschenrippe, 
normal 0.5784 10,31 | 55,67 52,72 1,189 1: 1,327: 0,0299 
2 Menschenrippe, 
tuberkulos 0,8925 13,31 || 56,13 52,94 0,747 1:1,382 :0,014 
3 Meerschweinchen 0,218 9,2 | 56,65 54,20 1,36 |1:1,83 :0,033 
4. Meerschweinchen 0,0792 | 10,18 || 57,57 54,19 1,27 |'1:1,31 :0,0381 
5 | Meerschweinchen(jg.) 1,0168 10,29 || 55,32 5348 1,13 1: 1,352 :0,021 
6 | Kalbsknochen 
(3 Bestimmungen 
im Mittel) . — 11,84 | 50,66 48,05 0,654. 1:1,327:0,018 
7 Kaninchen 
(Mittel aus 6 Be- 
stimmungen) . - 8,99 51,45 48.44 0.888 1: 1,318: 0,024 
8 Menschenknochen 
(Berechnung nach 
d. Mitteilungen yon 
Gabriel) * — 51.31 49.05 0.77 1:1.3837:0.021 
*L ¢@ 
Tabelle IV. 
100 g Knochenasche Aus den 
Gliih- enthielten Prozentzahlen 
Nt Objekt verlust g berechnetes 
. Verhiltnis 
¢ 0 CaO PO, MgO Ca: PO,: MgO 
1 | Elfenbein (Mittel aus 
3 Bestimmungen). 11,88 48,78 | 45,87 1,89 1: 1,433 : 0,059 
2 | Meerschweinchen 
(Mittel aus 6 Be- 
stimmungen) . 11,50 49,12 | 49,67 1,698 : 1,414 : 0,0483 
3  Kaninchenzihne 
(Mittel aus 6 Be- 
stimmungen) . 13,28 49,87 | 49,92 2,58 : 1,408 : 0,0723 
4 Rinderzahne (berech- 
net nach den Mit- 
teilungen v.Gabriel) a 50,36 | 51,65 1,83 : 1,435 : 0.0508 


einen héheren PO,- und MgO-Gehalt hat. 


Man ersieht aus der Tabelle LV, daB die Zahnlaugenasche durchweg 


Die Zusammensetzung der 


Zahne weicht also nicht unerheblich von der normalen mineralischen 


Zusammensetzung der Skelettknochen ab. 


Sie nahert sich fiir den 


PO,-Gehalt den wachsenden Knochen, unterscheidet sich aber von 
diesen durch einen héheren Mg O-Gehalt. 


In Summa zeigen die bisherigen Feststellungen, dab die Methode 


der Darstellung des Gesamtskeletts mittels Kalilaugenbehandlung 


die Laugenasche — eine grobe RegelmaBbigkeit der Mineralzusammen- 
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setzung ausgewachsener Knochen aufweist, die fiir Ca: PO,: MgO 
durchschnittlich wohl 1: 1,32: (0,020 bis 0,030) betragt. Weiteres 
Material wird aber nétig sein, diese vorliufigen Feststellungen zu 
bestatigen. Doch dirften die von H. Aron aus vielen Literatur- 
analysen berechneten Mittelwerte fiir Ca: PO,: MgO, fiir welche sich 
das Zahlenverhaltnis 1 : 1,45: 0,032 errechnet, fiir die PO,-Zahl nach 
den vorliegenden Befunden héchstwahrscheinlich zu hoch sein. 

Ein Wort diirfte noch wegen des regelmaBigen Vorkommens von 
Kalkseifen in der Laugenasche zu sagen sein. Wenn man erwagt, dab die 
meisten pathologischen Kalkablagerungen im Organismus einen Fett- 
saureanteil nachweisen lassen, so ist die Frage naheliegend, ob nicht auch 
fir den normalen Verknécherungsvorgang Fettséuren als Kalkakzeptor 
wirken kénnen. Diese Auffassung kann allerdings nur in Form einer Ver 
mutung ausgesprochen werden, doch soll sie alsbald genauer gepriift werden 


Zusammenfassung. 


1. Zur Gewinnung eines einheitlichen Skelettmaterials wird eine 
Methode angegeben, die auf der Hydrolyse von Gesamttieren mit 
2° iger Kalilauge beruht. 

2. Die Knochen werden hierdurch in ihrer Gesamtheit gewonnen 
und zeigen bis in die kleinsten Einzelheiten eine vdéllig erhaltene 
anatomische Struktur. 

3. Das so gewonnene Knochenmaterial wird als ,,Laugenasche“ 
bezeichnet. 

4. Die Zusammensetzung des Mineralanteils der Laugenasche 
erweist eine auBerordentlich groBe Konstanz der Verhaltniszahlen 
Ca: PO,: MgO. 

5. Die Laugenaschen enthalten als regelmaiBige, den Mineral- 
’, Kalkseifen. 

6. Den gefundenen Verhaltniszahlen fiir Ca: PO,: MgO diirfte 
unter normalen Bedingungen bei ausgewachsenen Tieren eine all- 


anteilen beigemischte Substanzen etwa !/, bis 1‘ 


gemeine Giltigkeit bei Saugern zukommen. 
7. Die Verhaltniszahlen zeigen bei Zaihnen einen héheren PO,- 
und MgO-Wert. 

















Zur Frage der Beeinflubbarkeit 
des gestérten Skelettmineralstoffwechsels durch Ca-Mg-Salze der 
Inositphosphorsiure im Verein mit biokatalytisch wirksamen 
Pflanzenextrakten. 


Von 


B. Bleyer und F. Fischler. 


(Aus dem Universitaéts-Institut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Lebensmittelchemie Miinchen.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1931.) 


Aus der vorstehenden Mitteilung! geht hervor, daB das nach der 
Kalilaugemethode isolierte Gesamtskelett der weiBen und grauen Maus 
eine bemerkenswerte Konstanz der Ca: PO,: MgO-Werte des Mineral- 
anteils der Knochen aufweist. Weiter geht daraus hervor, da die 
gefundenen Werte auch sonst in der Tierreihe Anspruch auf allgemeinere 
Giltigkeit erheben kénnen. 

Die Méglichkeit, den Knochenstoffwechsel von Ratten durch 
die McCollum-Kost 3143 mehr oder weniger isoliert zu stéren, muBte 
nun einerseits die Gelegenheit ergeben, etwaige Abweichungen in den 
obigen Verhaltniszahlen erkennen zu lassen, andererseits, wenn dies 
der Fall war, auch etwaige AusgleichsmaBnahmen, also Heilungs- 
méglichkeiten, durch Anwendung bestimmter Substanzen zu _ priifen. 

Neuere Feststellungen, iiber die in Balde berichtet wird, haben 
uns gezeigt, da Ca-Mg-Salze der Inositphosphorsaéure offenbar sehr 
leicht und schnell ins Blut aufgenommen werden. Daraus ergab sich 
der Versuchsplan, den durch die McCollum-Kost gestérten Knochen- 
stoffwechsel bei Ratten durch solche Inositverbindungen zu_beein- 
flussen und an Hand der Knochenanalysen ihre spezielle Wirksamkeit 
auf die Zusammensetzung des Mineralanteils der Knochen festzustellen. 

Zuvor sei erwaihnt, daB in der Literatur verschiedentlich behauptet 
wird, daB die Verhaltniszahlen Ca: PO,: MgO bei der Rachitis nicht 
wesentlich geandert seien. 


' Dieser Band, S§S. 213. 
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Weisen schon die allerdings geringen Verschiedenheiten zwischen 


wachsendem und ausgewachsenem Skelett darauf hir, daB Verschieden- 
heiten bestehen kénnen, da ersteres einen etwas héheren PO,-Gehalt 
und niedrigeren MgQO-Gehalt aufweist, so ist anzunehmen, da unter 
veranderten Stoffwechsellagen (Krankheit) die Mineralzusammen- 
setzung des Knochens deutliche Schwankungen zeigt. Es ist weiter daran 
zu erinnern, daB bei der Bildung des Knocheneallus nach Knochenbriichen, 
erhebliche Differenzen in dem Quotienten P:Ca gefunden wurden. 
R. Eden* und seine Mitarbeiter fanden im normalen Knochen 24°, 
Calcium und 11°, P. Im Callus 16°, Ca und nur 2,4 bis 5,4°, P. Es 
fallt also der prozentische Wert P: Ca von normal 0,458 im Callus auf 
0,15 bis 0,337. Es seien hier die Prozentwerte angegeben, da gegen die 
von den Autoren verwandte andere Rechnung (s. deren Mitteilung) 
Bedenken erhoben werden kénnen. 

Wir hatten selbst Gelegenheit, die Rippe eines Falles von Rachitis 
nach unserem Verfahren zu untersuchen. Es ergaben sich folgende 
Werte: 





Angewanidte Glih- 
Objekt Substanz verlust CaO : PO, : MgO Ca: PO, Meo 
is o ( 0 0 
Rachitische Rippe 0.1050 17,95 56,59: 53,64: 0,384 | 1: 1,326:0,0119 


Diese Zahlen zeigen fiir das Verhaltnis Ca: PO,' einen nahezu 
normalen Wert, wobei allerdings zu beriicksichtigen ist, daB jugendliche 
Individuen in der Regel einen héheren PO,-Gehalt aufweisen. Der 
Mg O-Gehalt ist aber zweifellos stark vermindert. Vor allem aber muB 
der sehr hohe Gliihverlust auffallen. Aber die Analyse eines einzelnen 
Knochens ist ja, wie friiher ausgefiihrt, kaum fiir den Gesamtmineral- 
gehalt und die Relationen der Skelettminerale verwertbar. Bedenkt man 
ferner, daB der Hauptsitz der Erkrankung an den Epiphysenenden liegt 
und die Diaphyse meist nur einen allgemeinen Knochenschwund zeigt, 
so wird man in der Bewertung solcher Zahlen aus einzelnen Knochen 
noch vorsichtiger werden. Aus der Neubildung des Knochengewebes 
im Callus geht aber hervor, daB die Einlagerung von Kalk friiher und 
umfangreicher erfolgt als die von Phosphor. Es erscheint daher wahr- 
scheinlich, daB auch beim Abbau und Umbau des Knochens, wie er z. B. 
bei der Rachitis erfolgt, ahnliche Verhaltnisse maBgebend sind. 

Fiir unsere Fragestellung haben wir zw6lf junge Ratten von 32 bis 56g 
Anfangsgewicht in Einzelkéfige eingesetzt. Von ihnen erhielten alle die 
McCollum-Kost 3143, und drei erhielten dazu noch gewéhnliche Kost, 


1 R. Eden, Miinch. med. Wochenschr. 1924, 8S. 1160; R. Schwarz, 
R. Eden u. E. Herrmann, diese Zeitschr. 149, 100, 1924. 
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d.h. ausreichend Hafer, Speck und gelegentlich in Milch aufgeweichte 
Brétchen. Nach 50 Tagen zeigten die .WcCollum-Kost-Tiere die deutlichen 
Zeichen der Knochenerkrankung. Jetzt wurden ein normales und zwei 
rachitische Tiere get6tet und das Gesamtskelett der Tiere, wie in der vor- 
stehenden Mitteilung geschildert wurde, nach unserer Kalilaugemethoc: 
gewonnen. Von den rachitischen Tieren wurde das dem Aussehen nach am 
starksten und das am schwachsten erkrankte herausgesucht. von den 
drei Normaltieren das kraftigste. 

Von den iibrigen neun Tieren erhielten die zwei restlichen normalen 
die Normalkost weiter, drei rachitische Tiere erhielten von nun ab zu det 


McCollum-Kost einen Zusatz von 3 bis 7°, des Inosit-Calcium-Magnesium 
préparats .,Vitophos‘*' +- Pflanzenextrakt, drei weitere Tiere wurden nut 
mit Vitophos in gleicher Dosis ohne den Pflanzenextrakt + der MeCollum- 


Kost ernéhrt, ein Tier muBten wir ausscheiden, weil es wegen allgemeine1 
Schwiachlichkeit tiberhaupt nicht gedieh, wofiir eine geniigende Erklarung 
allerdings nicht aufzufinden war. Nachdem die Tiere 4 Wochen lang diese 
Kost erhalten hatten, wurden sie sémtlich getétet und die Knochen des 
Gesamtskeletts nach unserer Methode isoliert. Hierauf wurde die quanti- 
tative Bestimmung von Kalk, Phosphor und Magnesium bei allen Tieren 
vorgenommen. Die Tabelle auf S. 228/229 gibt nun den Ausweis tiber die 
erhaltenen quantitativen Werte. 


Betrachtet man zunachst die Rubrik der Kontrolltiere, so fallt 
nach Spalte 6 der sehr geringe Prozentanteil der trockenen Knochen 
am Korpergewicht bei dem rachitischen Tier Nr. 11 auf, wahrend das 
ebenfalls rachitische Tier Nr. 7 mit dem normalen Tier Nr. 3 hierin 
praktisch iibereinstimmt. DaB das Tier Nr. 7 aber ebenfalls erhebliche 
Verschiedenheiten in der Skelettmineralzusammensetzung hat, geht 
aus dem wesentlich héheren Glihverlust der Gesamtknochen gegeniiber 
dem normalen Tier Nr.3 hervor, woriiber Spalte 9 AufschluB gibt. 
Bei dem schwerrachitischen Tier Nr. 11 erreicht diese Differenz aber 
mehr als 2°,. Dabei ist darauf hinzuweisen, daB auch das normale 
Tier Nr. 3, als jugendliches Tier, einen an sich hohen Glihverlust zeigt. 
Ahnliche Beobachtungen wiederholen sich nun bei den Einzelbestand- 
teilen CaO: PO,: MgO, wie die Spalten 13, 14 und 15 aufweiren. 
Hervorzuheben ist dabei der auch prozentisch niedrige MgO-Gehalt 
des Tieres Nr. 11. 

Berechnet man nun die Verhaltniszahlen bezogen auf Calcium = 1, 
so zeigt das Normaltier einen auch fiir jugendliche Tiere relativ hohen 
PO,-Wert. Man kénnte das darauf zuriickfiihren, daB die Zufiitterung 
normaler Kost zu der relativ kalkarmen MecCollum-Kost den Phosphor- 
anteil in der Nahrung des Tieres starker hervortreten lie}. Fiir eine 
derartige Deutung kénnte man den auch fiir ein wachsendes junges 
Tier immerhin hohen Glihverlust der Gesamtknochen heranziehen. 
Gegeniiber diesem an der Grenze des normalen liegenden Werte miissen 


1 Vitophos wird von der Cristallo A. G. Thusis, Schweiz. hergestellt. 
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aber die Gliihverluste der Gesamtknochen beider McCollum-rachitischen 
Tiere als zweifellos anormal hoch bezeichnet werden, da sie fast 12,5 
und 14%, erreichen. Im AnschluB daran darf auf den eingangs mit- 
geteilten noch viel héheren Gliihverlust der Rippe eines rachitischen 
Kindes verwiesen werden, wobei aber wohl auch noch sonstige Krank- 
heitszustande als Erklarung herangezogen werden diirfen, da das Kind 
auBer der Rachitis auch noch chronisch-atrophische Zustande aufwies, 
denen es erlag. 

Die absolute Verminderung an Mineralbestandteilen des Gesamt- 
skeletts zeigt aber Tier Nr. 11 mit 1,70°, des Korpergewichts, wihrend 
das Normaltier 2,24°, und das rachitische Tier Nr. 7 2,22°,, aufwies. 
Die Relation Ca : PO,: MgO verschob sich bei Tier Nr. 11 auf die ganz 
abnormen Werte von |: 1,424: 0,0263. Es kommt hierin der relative 
Calciummangel sehr deutlich zum Ausdrucl. Aber auch bei Tier Nr. 7 
liegen cie Prozentwerte fiir die gleichen Bestandteile unter denen des 
normalen Tieres. 

Zeigen somit die beiden rachitischen Tiere entsprechend dem 
klinischen Aussehen — es wurde ja das am starksten und das am 
schwachsten erkrankte Tier ausgesucht — Grenzwerte der Verainderung 


der Knochenzusammensetzung im Rachitisgebiet, wobei sich Tier Nr. 7 
den noch normalen Werten stark annahert, Tier Nr. 11 aber die erheb- 
lichsten Abweichungen davon zeigt, so wird die Bedeutung dieser 
Werte noch viel klarer, wenn man sie im Zusammenhang mit den 
Werten der Tiere Nr. 1, 2 , 4, 6, 8, 9, 10 und 13 betrachtet. 

Tier Nr. 1 und 2 sind die dauernd ausreichend normal ernahrten 
Kontrolltiere. Die Tiere Nr. 4, 6, 8 erhielten nach 50 Tagen reiner 
McCollum-Fiitterung 4 Wochen lang den oben erwahnten Zusatz von 
Vitophos + Pflanzenextrakt, die Tiere Nr. 9, 10 und 13, die gleiche 
Zeit zur McCollum-Kost Vitophos allein als Zusatz. Da sich zwischen 
diesen Tiergruppen ein prinzipieller Unterschied nicht herausstellte, 
so haben wir fiir die Gesamtverwertung der Resultate die beiden Gruppen 
nicht mehr getrennt. 

Vergleicht man nun die normal gefiitterten Tiere mit den MeCollum- 
.,Vitophos“-Tieren, so sieht man aus den Durchschnittszahlen, dali, 
bezogen auf das Koérpergewicht, bei den letzteren iiberall sogar eine 
leichte Zunahme der Knochenminerale nach der vierwéchigen 
Anwendung des Vitophoszusatzes stattgefunden hat. Das gleiche 
fesultat driickt sich auch in einem ganz leichten Herabgehen des 
Glihverlustes gegeniiber den normal gefiitterten Tieren aus, naimlich 


11,23°, gegen 11,25%. Die niedersten Werte des Gliihverlustes von 
10,33 und 10,98°, liegen in der Reihe der Vitophostiere (Spalte 9, 
Tiere Nr.8 und 13). Sehr schén zeigen auch die Verhaltniszahlen 
Ca: PO,:MgO das Normalwerden der  mineralischen Knochen- 
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Nr 


des Versuchs 
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13 


11 


a) Durchschnitt der 
Werte von Tier 
1 und 2 

b) Durchschnitt der 
Werte von Tier 
4, 6,8,9,10 u. 13 
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\bsolute Werte 


2 H64 


1.905 


1,986 
1,420 
la 
1,621 
1,185 


1.8594 


0.614 


Ca 


PO, MgO 


2.413 0,058 
0,136 

2,549 

2,220 0,0529 
0,1245 

2,3445 

1,693 0.0455 
0.107 

1.800 

1,761 (0,0435 
0,102 

1.863 

2,082 '0,0507 


0,1195 
2.2015 


1.896 0.0493 


0.1163 
2,0123 


1,686 0,0362 


0.0853 
1,7713 


1,775 0,0464 


0,1117 
1.8867 


1.863 0.0489 


0,115 
1,978 


1,492 0,0391 


0.092 
1.584 


0.8367 0,0162 


0.0381 
0.8748 


Cal 


1,174 


1,387 


1,289 


1,412 


1,463 


1,084 


1,371 


1,445 


1,204 


1,201 


0,9237 


1,280 


1,346 





14 15 lf 


-Verhdltnis zu 
gegliihten Knochen 


Kirpergewichts 


PO, MgO CaO 


1,123 0,026 53.40 
38.19 

Ca 
1,317 |0,0297 55,38 
39,60 

Ca 

1,225 0,0309 53,88 
388.52 

Ca 

1,350 0.0315 54,78 
= 89,16 

Ca 

1,420 |0,0327 56,97 
40.33 

Ca 

1,040 0,0249 55,14 
39,61 

Ca 

283 0,0267 54,71 
-. 39,22 

Ca 

398 0.0344 53,59 
38,31 

Ca 


_ 


_ 


Kontrolltiere 

1,210 0.0296 53,66 
38,31 

Ca 
1,173 0,029 54,16 
— 38,70 

Ca 
0.9407 0,0174 54,23 
38,77 

Ca 


Mittelwerte 
1,220 0,0278 


1.286 0.0318 
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i) 


_ 


1Aitnis 


auf Ca 


Mg 


0.0305 


0,0299 


0.0336 


0.0312 


0,0299 


0.0321 


0,0307 


0,0338 


0.0344 


0,0337 


0.0263 


0,0302 


0.6307 
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zusammensetzung unter Vitophoswirkung, wie die Spalten 19 bis 21 (a, b) 
zeigen, namlich 1 : 1,322 : 0,0307, wobei im Phosphoranteil selbst gegen- 
iiber den Normaltieren der PO,-Gehalt dem Knochendurchschnitts- 
normalwert von 1,32 sich noch mehr annahert wie bei den normalen 
Kontrolltieren, bei denen er zu 1,33 gefunden wurde. 

Dabei betrifft die Mineralzunahme die einzelnen Komponenten 
ganz gleichmaBig, wie aus Spalte 13 bis 15(b) hervorgeht. Damit 
erklart sich ja auch das Normalwerden der Verhiltniszahlen Ca : PO, 
: MgO. Nicht unwichtig erscheint auch die Méglichkeit der Einfiihrung 
von Magnesium in den Ko6rper durch Vitophosanwendung, worauf 
gesondert hingewiesen sei. 

Die absoluten Werte fiir das Gewicht des Gesamtskeletts liegen 
aber bei den Kontrollen wesentlich héher. Auch haben die Vitophos- 
tiere in der Zeit von 4 Wochen der Fiitterung mit Vitophos den Gewichts 
vorsprung, den die Normaltiere hatten, nicht einholen kénnen, sondern 
sind um etwa 25°, zuriickgeblieben. Vergleicht man aber den Gliih- 
ruckstand der Gesamtknochen dieser Tiere mit dem der normalen, 
bezogen auf das Kérpergewicht, so ist er relativ sogar nicht unwesentlich 
héher. Denn es wiirden 3,531 g des Gliihriickstands der Knochen der 
Vitophostiere dem Gliihriickstand von 4,723 der Normaltiere ent- 
sprechen; tatsachlich gefunden wurden bei den Vitophostieren abe: 
3,701 g. Korpergewicht und ,Gesamtknochengewicht entsprechen also 
nicht dem errrechneten Soll, sondern das Knochengewicht, in diesem 
Falle der Mineralgehalt = Mineralapposition, ist bei den Vitophos- 
tieren relativ héher. Natiirlich ist es uns ganz klar, daB gegen eine solche 
Rechnung manche Einwendungen méglich sind. In Anbetracht der 
normalen Relationen der Ca: PO,:MgO-Werte diirfte die Ansicht 
einer gesunden Mineralapposition aber doch am wahrscheinlichsten sein. 

Man sieht aus allen diesen Daten, daB es mittels vierwéchiger 
Vitophoszufiitterung zur McCollum-Kost bei sechs Ratten gelungen 
ist, den Mineralbestand der Knochen qualitativ und quantitativ, im 
ganzen und nach dem proportionalen Verhalten von Ca: PO,: MgO 
wieder normal zu gestalten. Dies geht einmal aus den Verhiltniszahlen 
zu den friiher ermittelten Standarddurchschnittswerten hervor, die 
fast theoretisch erreicht werden, ferner aus dem Vergleich der Normal- 
tiere und der ,,Vitophos‘-McCollum-Tiere, endlich aus dem Unter- 
schiede zu den als Rachitiskontrolltiere nach der S0taigigen Fiitte- 
rungsperiode direkt untersuchten rachitischen Tieren. 

Der eingangs aufgestellte Versuchsplan, Knochenveranderungen 
durch Calcium-Magnesiumsalze der Inosithexaphosphorsaéure im Verein 
mit biokatalytisch wirksamen Pflanzenextrakten (Vitophos) in giin- 
stigem Sinne zu beeinflussen, ist durch das Ergebnis der quantitativen 
und qualitativen Knochenuntersuchungen verwirklicht worden. 














BeeinfluBbarkeit des gestérten Skelettmineralstoffwechsels usw. 


Zusammenfassend 1aBt sich also sagen: 

1. Durch McCollum-Kost laBt sich bei Ratten eine Verminderung 
des Gesamtmineralgehaltes der Skelettknochen erreichen, sowie eine 
quantitativ abnorme Zusammen:etzung der Einzelmineralbestandteile 
der Knochen. 

2. Diese Abnormitaten lassen sich qualitativ und quantitativ 
durch Zufiitterung von Vitophos in der relativ kurzen Zeit von 4 Wochen 
véllig ausgleichen, d.h. heilen, was aus dem Normalwerden dieser 
Knochenveranderungen hervorgeht. 

3. Die Einfiihrung von Calcium, Magnesium und Phosphorsaure 


in den K6érper durch dieses Praparat gelingt leicht. Es dirfte daher bei 
krankhaften Knochenveranderungen der verschiedensten Art zu ecinet 
therapeutischen Anwendung sehr geeignet sein. 











Der Einflu6 von Siibstoff auf Biokatalysatoren und 
Stoffwechselvorginge. 


II. Mitteilung: 


Uber die Einwirkung von Si8stoff auf den Blutzucker und den 
Glykogengehalt der Leber beim Kaninchen. 


Von 
W. Diemair und F. Fisehler. 


(Aus dem Universitéts-Institut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Lebensmittelchemie Miinchen. ) 


(Eingegangen am 8. Juli 1931.) 


Wenn erfahrungsgemaB nach dem vielfiltigen und jahrelangen 
Gebrauch von SiiBstoff (Benzoesduresulfimid, Saccharin) auch schon 
lange angenommen wird, daB kleine Dosen dieser Substanz! ohne 
nachweisbaren schadlichen EinfluB auf den Organismus des Menschen 
und der Tiere sind, so ist diese Frage mit gréBeren Dosen unter spezieller 
Beriitksichtigung des Kohlenhydratstoffwechsels unseres Wissens noch 
nicht genauer tberprift worden. Bei der ausgedehnten Anwendung, 
die SiBstoff bei dem an sich gestérten Stoffwechsel der Diabetiker 
findet, hat diese Frage aber ein spezielles Interesse. Daneben besteht 
aber auch sonst fiir den gewéhnlichen Gebrauch die Notwendigkeit 
der gleichen Feststellung. SiiBstoff als Orthobenzoesduresulfimid 
diirfte seiner chemischen Konstitution nach zu denjenigen Stoffen 
gehéren, die eine besondere Affinitat zur Leber besitzen, da nach Beob 
achtungen des einen von uns? sowohl die Imidogruppe wie auch der 


1 L. Lewin (Gifte und Vergiftungen, 4. Aufl., S. 554, Berlin, Stilke, 1929) 
fiihrt in seinem Werke schwerere Einwirkungen des Saccharins nur bei 
Dosen an, die 100fach und noch héher iiber den verwendeten liegen. 

2 F. Fischler, Physiologie und Pathologie der Leber, 2. Aufl., 8. 264ff. 
Berlin, J. Springer, 1925. 
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Benzolrest diese ,,Verwandtschaft zeigen. Da Schadigungen der 
Leber sehr haufig gerade mit einer Verminderung oder gar dem 
Schwunde des Leberglykogens einhergehen!, erschien uns die Be- 
stimmung des Glykogengehaltes der Leber nach Fiitterung grober 
Sibstoffdosen iiber lingere Zeit hin fiir eine Beantwortung obiger 
Fragen besonders geeignet. 

Wir gingen daher so vor, daB wir bei zwei noch nicht véllig aus- 
gewachsenen Kaninchen von etwa 1,5 bis 2kg Gewicht morgens 
nichtern tiber 10 Tage taglich 25 bis 50mg SuBstoff gaben, jeweils 
den Blutzucker bestimmten und am Ende des Versuchs bei beiden 
Tieren die Leber auf Glykogen verarbeiteten. SiiBstoff wurde morgens 
nichtern in Gelbriibenbrei gefiittert, den beide Tiere gern und restlos 
nahmen. Im iibrigen hatten die Tiere Futter ad libitum, Hafer, Heu, 
Griinfutter und Wasser. Die FreBlust der Tiere wurde durch die 
Saccharinverabreichung keineswegs beeintrachtigt. 

Die folgende Tabelle gibt tiber die Resultate AufschluB. 


Tier Nr. 1. 





Gegebene Blutzuckergehalt 
\ : Menge Zeit der nach 
ersuchstag Saecharin Blutentnahme Hagedorn-.J ensen 
mg ad 

: ‘ 
1 Ohne 0,127 
0,129 
2 25 Nach 2 Std. 0,136 
0,122 
3 25 , 2 0,125 
4 25  ~;~ 0,111 
5 25 ™ 5 « 0,122 
0,129 
6 25 P 0,122 
7 25 . a « 0,122 
0,122 
8 25 « aa % 0,125 
0,129 
9 25 aa 0,132 
0,125 
10 50 ‘3 . 0,136 
0,132 
0,129 
0,150 


Glykogengehalt der Leber: 7,16%. 


1 F. Fischler u. A. Hjarre, Uber experimentelle, zentrale Lappchen- 
nekrose der Leber, zugleich ein Beitrag zur Kenntnis des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels usw., Mitteilungen der Grenzgebiete der Medizin und Chirurgie 


40, 653, 1928. 
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Tier Nr. 2. 





Gegebene Blutzuckergehalt 
. Menge Zeit der nach 
Versuchstag Saccharin Blutentnahme Hagedorn-J enser 
mg ( 

l Ohne 0,122 
0,129 

2 25 Nach 2 Std. 0,122 
0,124 

3 25 e o ~ 0,122 
0,122 

4 25 » we « 0,118 
0,118 

5 25 — 0,125 
0,122 

6 25 —_— oe 0,125 
0,129 

7 25 — 2 0,132 
0,136 

5 25 ae * 0,129 
0.132 

9 50 " - 0,132 
0,129 

0,132 


Glykogengebalt der Leber: 9,10°,. 


Die Tabelle zeigt, daB Dosen von Saccharin, die beim Erwachsenen 
von 60 kg 1 bis 2g im Tage entsprichen, den Blutzucker, der nach: 
Hagedorn-Jensen bestimmt wurde, vollig unbeeinfluBt lassen. Am 
letzten Versuchstage wurden die Tiere mit Chloroform narkotisiert und 
die Lebern noch in der Narkose so rasch wie méglich herausgenommen 
und auf Glykogen nach Piliiger verarbeitet. Bei Tier Nr. 1 betrug der 
Prozentgehalt daran 7,1, bei Tier Nr.2 9,1°,. Er war bei beiden 
Tieren somit keineswegs vermindert, bei Tier Nr. 2 sogar auffallend hoch. 

Zusammenfassend laBt sich daher nach diesen Versuchsergebnissen 
sagen, daB der Kohlenhydratstoffwechsel von Kaninchen durch grobe 
Dosen Si®stoff, die langere Zeit hindurch gegeben wurden, nicht 


gestért wird. 








Uber Insektenwachse. 


IV. Mitteilung: 


$ ‘ . , ‘ : ‘ . ‘ . 
Uber Coecerin, das Wachs der Cochenille-Schildlaus (Coceus cacti). 


Von 
Max Becker. 
(Aus der chemischen Abteilung der Physiologischen Anstalt, Jena.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1931.) 


I. 


AnlaSlich der Untersuchung des Wachses einer Blattiausart! 
(Pemphigus xylostei) war eine weitgehende Ahnlichkeit des Pemphigus- 
wachses mit dem Wachs der Cochenille-Schildlaus, dem Coccerin 
(Liebermann?) festgestellt worden. Wahrend chemische und pbhysi- 
kalische Eigenschaften beider Wachse fast vollig iibereinstimmen, 
jedenfalls weitgehende Analogien zeigen, ergaben sich bei der Formu- 
lierung Unstimmigkeiten, deren Aufklirung eine Nachpriifung des 
Coccerins und seiner Komponenten wiinschenswert machte. 

Pemphiguswachs besteht aus dem zweiwertigem Pemphigus- 
alkohol, C,,H, 0, und der Pemphigussiure, einer Oxysaure, Cy, Hg. 0s, 
Coccerin ebenfalls aus einem zweiwertigen Alkohol und einer Oxysaure, 
denen Liebermann die Formeln Cy, Hgg 0. und Cy, Hgg Og zugeschirieben hat. 

DaB mehrwertige Alkohole oft bei wachsartigen Stoffen beteiligt sind, 
ist bekannt. Eine von Flury* beschriebene wachsartige Masse aus dem 
Hautmuskelschlauch von Ascaris lumbricoides soll auch ein mehrwertige! 
Alkohol sein. Flury kam auf Grund der Molekulargewichtsbestimmung 
und der Elementaranalyse dieses etwa ein Viertel des Gesamtfettes det 
Ascariden ausmachenden Stoffes zu der Formel C3,H,g,Oy. Mit dem Chole- 
sterin habe der Stoff nichts zu tun, er zeige aber die Eigenschatten eines 


1 Fr. N. Schulz u. Max Becker, diese Zeitschr. 235, 233—239, 1931. 


> 


2 ©. Liebermann, Ber. 18, 1975, 1885; Bergami, Ber. 20, 959, 1887. 
> F. Flury, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 67, 313 u. 326, 1912. 
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Alkohols und stehe wohl in naher Beziehung zum Glycerin, worauf ein 
charakteristischer Geruch nach Acrolein beim Erwaérmen hinweise. Flury 
schreibt, daB dieser ,,Ascarylalkohol™ spaterhin noch genauer zu charak- 
terisieren sei. Eine weitere Abhandlung scheint aber nicht erfolgt zu sein. 
Es ware noétig, sich mit dieser Substanz eingehender zu beschaftigen, ehe 
man dieselbe wirklich als vierwertigen Alkohol bezeichnen darf. 

Einen dreiwertigen Alkohol, CogH.O, + H,O, hat Etard' aus Wein- 
fruchtschalen dargestellt und Oenocarpol genannt. Wenn zwar auch diese 
Formulierung erst nach eingehendem Studium als sicher angesehen werden 
kénnte, so zeigt es sich doch, daB nicht allzu selten in der Natur solche 
héherwertigen Alkohole zur Bildung von wachsartigen Stoffen benutzt 
werden. 

Wahrend nun dem Pemphiguswachs die Forme! Cy, HggO. . Cy, Hg, O2 
zukommt, gibt Liebermann dem Coccerin die Formel Cy Hy 0, 
> (C,, Hg, 0.)o, nimmt also an, daB auf 1 Molekiil Alkohol 2 Molekiile 
Sdure kommen. Experimentell ist diese Anschauung in den Arbeiten 
Liebermanns nicht begriindet; die Formel ist anscheinend gewahlt 
worden, weil der Coccerylalkohol als zweiwertig erkannt war und 
man Die-ster (Acetate und Benzoate) von ihm darstellen konnte. 

Nach den Erfahrungen am Pemphiguswachs erscheint eine experi- 
mentelle Priifung der Coccerinformel nétig. 

Weiterhin bediirfen auch die Formeln fiir Coccerylalkohol und 
Coccerinséure der Nachpriifung. Das natiirliche Vorkommen von 
Fettsiuren mit ungtrader Kohlenstoffatomanzahl gehért sicher zu 
den Seltenheiten. Fiir das Psyllawachs wurde (1. c. 8. 1) auseinander- 
gesetzt, daB die vorliegenden analytischen Daten ebensogut fiir eine 
Verbindung von Alkohol und Saure mit gerader Kohlenstoffatomanzah| 
gedeutet werden kénnten. 

Ferner widerspricht die Annahme, da im Coccerin Alkohol und 
Saéure ungleiche C-Atomanzahl haben, den Erfahrungen an anderen 
Wachsen bzw. Fettarten, die nach dem Prinzip der Cannizzaroreaktion 
aufgebaut sind. 

II. Darstellung des Wachses. 


Betreffs der biologischen und allgemeinen Eigenschaften des 
Coccerins sei hier auf die eingehende Schilderung Liebermanns ver- 
wiesen. Fiir die Gewinnung unseres Materials wurde seine Methode 
etwas abgedindert. An Stelle von Benzol wurde mit Chloroform extra- 
hiert? und der durch Eindunsten konzentrierte Auszug mit einem 
UberschuB von Ather versetzt. Das Coccerin, das in Ather ganz un- 


1 A. Etard, C.r. Ac. Sc. 114, 231, 1892. 
2 ZweckméBig extrahiert man ganze Léuse, da bei pulverférmigem 
Material leicht sehr unangenehme Verstopfungen der Extraktionsapparate 


auftreten. 
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léslich ist, scheidet sich dann vollstandig und in fast reinem Zustande 
aus. Es wird abfiltriert und mit Ather gewaschen. Alle Fettsubstanzen 
sind dann im atherischen Filtrat gelést. Das gewonnene rohe Wachs 
ist lediglich durch kleine Mengen anhaftenden Cochenillefarbstoffs 
schwach rosa gefarbt: es schmilzt bei 100 bis 103°. Durch mehrfaches 
(fiinfmal) Umbkristallisieren aus Benzol oder Chloroform unter Ver- 
wendung von Tierkohle laBt es sich rein weiB gewinnen. Schmelzpunkt 
(im Vakuum bei 66° getrocknet) 104 bis 105°. 
Analysen: 0,03825 g Substanz: 0,1121 g CO,; 0,0457 g H,O, 
0.0493 g : 0.1445 g CO,; 0,0584g¢ H,O. 


Cy2H20,- Ber.: C 79,82°%, H 13,23°,, 
CosHin0,  », C 79,92%, H 13,38° 

Gef.: C 79.93%, H 13,30%, 

» C 79,95%, H 13,26%. 


Der nach diesem Verfahren ermittelte Wachsgehalt war erstaunlich 
grob. Wahrend Liebermann durchschnittlich 0,5 bis 1°, Ausbeute 
an Coccerin angibt, konnte aus einem vorratigen Cochenillepulver die 
enorme Menge von 5,2°, erhalten werden. Bei einer frisch bezogenen 
Silbercochenille war die Ausbeute etwas geringer, betrug aber immerhin 
noch 2,7%,*. Aus diesem Grunde war es auch méglich (unter An- 
wendung von Mikro- urd Halbmikroanalyse), die vorliegenden Unter- 
suchungen mit dem Extrakt von 0,5 kg Cocheuilleliusen cdurchzufiihren, 
wahrend die oben ‘ierwahnten Autoren genétigt waren, 60 bis 70 kg 
aufzuarbeiten. 


Ill. Ermittlung des Verhiltnisses Alkohol : Siure. 


Die Entscheidung, ob das Wachs ein oder zwei Saurereste im Molekiil 
enthalt, kann einmal durch quantitative Verseifung und Wagung der 
Verseifungsprodukte gefiihrt werden. Zwar sind Alkohol und Saure 
in ihren Léslichkeitsverhaltnissen sehr ahnlich, eine Trennung ist aber 
nach Umwandlung der Saure in das benzoluniésliche Kalksalz leicht 
moglich. 

1,185g Coccerin werden mit 20 cem n/2_ alkoholische MKalilauge 
7 Stunden lang gekocht, bis alles alkoholléslich geworden ist. Dann wird 
mit alkoholischer Calciumchloridlésung versetzt, kraéftig geschiittelt und 
ein groBer UberschuB an Wasser hinzugegeben. Nach zwdlfstiindigem 
Stehen wird filtriert, mit Wasser gewaschen und bei 80° getrocknet. Der 
aus Coccerylalkohol und dem Kalksalz der Coccerinséure bestehende Nieder- 
schlag wird erschépfend mit Benzol ausgekocht. Vom ungelésten Ca-Salz 
wird abfiltriert und das Filtrat zur Trockne eingedunstet. Der Filter- 
riickstand wird mit verdiinnter heiBer Salzséiure zersetzt, die freie Coccerin- 


* Das Material stellte die Firma Caesar u. Loretz, Halle. zur Verfiigung, 
fiir deren freundliches Entgegenkommen auch hier bestens gedankt sei, 
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sdure abfiltriert, mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen in heiBem 
Alkohol gelést. Die wiederum filtrierte Lésung wird zur Trockne ein- 
gedampft. 

Auf diese Weise wurden schlieBlich 90,5920 g Coccerylalkohol und 
9,6170 g Coccerinsdure erhalten. Die je nach der Zusammensetzung des 
Wachses zu erwartenden Mengen sind aus nachstehender Tabelle 
ersichtlich. 





‘1 Alkohol Suure 
g g 

1 Berechnet fiir Cgy Heg Oo (Cg; He; Oo)9 0.3806 0,8269 

2 C30 Hg; Oo—Cg, He Oo 0,5785 0,6141 

3 C39 Hes O2—C 32 He3 Oo 0,5950 0,6129 

Gefunden: 0.5920 0,6170 


Die Foirmulierung | (Liebermann) ist ausgeschlossen. Das Ver- 
haltnis Alkohol: Saure im Coccerin ist demnach eindeutig 1:1. Der 
iiber den nach Formel 2 berechneten Wert hinausgehende UberschuB 
an Coccerylalkohol lat vielleicht darauf schlieBen, daB das Wachs 
sich aus zwei Komponenten mit gleicher Kohlenstoffatomanzahl 


« 


(Formel 3) zusammensetzt. 

Zur Bestatigung dieses Ergebnisses wurde eine Molekulargewichts- 
bestimmung ausgefiihrt. Zu Liebermannus Zeit (1885) waren an solchen 
Substanzen brauchbare Bestimmungen nicht méglich, und auch jetzt 
sind sie mit groBen Schwierigkeiten verkniipft, die in der relativ be- 
trachtlichen Molekiilgr6Be und den auBerordentlich schwierigen Léslich- 
keitsverhaltnissen ihre Ursache haben. Bei der Bestimmung ist daher 
mit einer ziemlich weiten Fehlergrenze zu 1rechnen. Zur Anwendung 
gelangte die Methode von Rast. 

0.0134 g Coccerin in 0,1444 g Campher gelést. Campher F 174,5°; 
Lésung F = 170,6°; Depression: 3.9°. 

Ber. fiir Formel 1: M 1383; Formel 2: 931; Formel 3: 961. 

Gef.: M 40000 . 0.0134 934 

os 3,9. 0,1444 ses 

Der gefundene Wert bestatigt, was das Molekularverhaltnis 
zwischen Alkohol und Saure anbelangt, das Ergebnis der quantitativen 
Verseifung. 

IV. Der Coccerylalkohol. 


Der nach der Verseifung erhaltene Alkohol des Coccerins wird 
zur Reinigung dreimal aus Alkohol umkristallisiert und bildet dann - 
im Gegensatz zu Liebermanns Angabe, der ihn als Kristallpulver be- 
schreibt — feine charakteristische Blittchen mit auferordentlich starkem 
Glanz. In dieser Form ahneln die Kristalle etwas dem Cholesterin, 
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geben aber keine Sterinreaktionen, insbesondere keine Fallung mit 
Digitonin. Der Schmelzpunkt lag hei 102°. 


Analysen: 0.0507 g Substanz: 0,1480 g CO,; 0,0611 g H,O, 


0,033 08 ¢g a 0,0965 g CQO,; 00,0404 ¢ H,O. 
CsoHgO,- Ber.: C 79,29%, H 13,75%, 
C30 Heg Oro. » C 79,58%, H 13,8%. 
Gef.: C 79,61%, H 13,5° 
C 79,56%, H 13,7%. 


Acetylierung des Cocce rylalkohols, 

Coccerylalkohol wurde mit der gleichen Menge entwisserten Natrium- 
acetats und der zehnfachen Menge Essigséureanhydrid mehrere Stunden 
auf 100° erwarmt und das Reaktionsprodukt dann nach der Vorschrift 
von Liebermann und Bergami (|. c. S. 2) aufgearbeitet. Hierbei resultierte 
ein Kérper, der bei 78 bis 79° schmolz, wahrend das erwartete, vollstandig 
acetylierte Produkt den Schmelzpunkt 48 bis 50° haben soll?. Die Analyse 
ergab, daB es sich um das bisher nicht bekannte Monoacetat handelte. 

0,0326 g Substanz: 0,0933 g CO,; 0,0378 g H,O. 

Cy.H_s0..C.CHs. Ber.: C 77,8%, H 13,06° 
Gef.: C 78,06%, H 12,97° 

Auch ein Acetylierungsversuch genau nach der in der zitierten Arbeit 
angegebenen Vorschrift (Erhitzen mit Essigsiureanhydrid im Rohr auf 
170°) fiihrte nur zu einem Gemisch der beiden Acetate, aus dem das Mono- 
acetat wegen seiner etwas gr6Beren Schwerléslichkeit durch Umkristallisieren 
isoliert werden konnte. Es zeigt sich also die interessante Tatsache, daB 
eins der beiden alkoholischen Hydroxyle des Coccerylalkohois relativ 
schwieriger zu acetylieren ist. Weshalb Liebermann die Bildung des leichter 
entstehenden Monoacetats entgangen ist, ist nicht zu entscheiden. Er 
nimmt auf 2 Teile Coccerylalkohol nur 1 Teil Essigséureanhydrid. Da 
man gewohnlich mit bedeutendem Uberschu8 acetyliert, ist vielleicht diese 
Angabe irrtiimlich erfolgt. 

An und fiir sich liegen die C- und H-Werte beider in Betracht 
gezogener Formeln (Cyy9Hg.0, und C;,H,,O0,) fast innerhalb der Fehler- 
grenze einer Verbrennungsanalyse. Mit Sicherheit laBt sich danach 
aus dem Ergebnis von Elementaranalysen die Entscheidung fiir eine 
dieser Formeln nicht treffen. Da aber die erhaltenen Analysenwerte 
besser fiir die zweite Formel stimmen und sich fiir die Coccerinséiure 
(s. unten) die Formel C,,H,,0, als die wahrscheinlichste ergeben hat, 
méchte ich — eingedenk der Regel von der Gleichheit der Kohlenstoff- 
atomzahl in Alkohol und Saéure bei den hochmolekularen Wachsen 
dem Coccerylalkohol die Formel C3. Hg, 02 Oder C32 Hg, (OH), zusprechen 


V. Die Coccerinsiure. 


Zunachst wurde bei der Darstellung der Coccerinséiure ein schon 
von Liebermann erwahntes  ,,eigentiimliches, indifferentes Produkt‘ 


1 Ber. 20, 959, 1887. 
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erhalten und in seiner Konstitution aufgeklart. Es entsteht, wenn man 
Coccerinsaure, der von der Zersetzung des Kalksalzes eine kleine Menge 
Salzsaure noch anbaftet, mit heiBem Alkohol behandelt, z. B. um sie 
durch Umkristallisieren zu reinigen. Es ist, im Gegensatz zur Coccerin- 
sdure, in heiiem Ammoniak véllig unléslich. Durch dieses Verhalten 
erscheint ein Lacton der Coccerinséure ausgeschlossen. In reinem 
Zustande zeigt der neue Kérper den Schmelzpunkt 70 bis 72° (Coccerin- 
sdiure 94 bis 95°). 

Dieser Schmelzpunkt stimmt annaéhernd mit dem des Coccerinséure- 
aithylesters (nach Liebermann 70°) iiberein. Durch die Analyse und den 
Mischschmelzpunkt wurde seine Identitaét mit diesem Ester bewiesen. 

0,04022 g Substanz: 0,1155 g CO,; 0,0470 ¢g H,O. 

CygHegO3. Ber.: C 77,8%, H 13,06%. 
Gef.: C 78,3%, H 13,08%. 

Kristallisiert man, um die Bildung des Athylesters zu vermeiden, 
aus Benzol um, so erhalt man Coccerinséure vom Schmelzpunkt 94 
bis 95°. Die Analysenwerte Liebermanns zeigen nun eine gewisse 
Streuung, die es bedenklich erscheinen laBt, lediglich auf Grund der 
Elementaranalyse der Coccerinsaure die strittige Formel (C,,) zu geben. 
Es ist zu beriicksichtigen, daB damals die Regel von der Geradzahligkeit 
der Kohlenstoffatome in den natiirlich vorkommenden Fettsduren 
noch nicht bekannt war, und deshalb keine Bedenken gegen eine Saure 
mit 3J Kohlenstoffatomen bestanden. Zu entscheiden war also, ob 
nicht doch der Coccerinsdure die Formel Cy Hg 0, oder Cy,Hg,O0, an 
Stelle von C;,H,.O0, zukommt. Die mit unserem Priparat ausgefiihrten 
Elementaranalysen sprechen mit einiger Wahrscheinlichkeit fiir 


Cag Hey O35. 
0,0427 g Substanz: 0.1215 g¢ CO,; 0,0491 g H,O, 
0,0367 g pa 0,1045 g CO,; 0,0431 g H,O. 


CypHgO;- Ber.: C 76.84%, H 12,91 %, 
CssHegO3. ». C 77,34%, H 12,99%. 
Gef.: C 77,60%, H 12,85%, 
» C 77,67%, H 13,14%. 
Zur Bestatigung wurden einige Derivate der Saure in méglichst 
reinem Zustande dargestellt und analysiert. 


Athylester der Coccerinsdure. Die Gewinnung erfolgte in bekannter 
Weise durch Einleiten von Chlorwasserstoffgas in die absolut -alkoholische 
Lésung der Siure. Die Veresterung erfolgt schnell und vollstandig. 
Die alkoholische Lésung wurde eingeengt, mit viel Wasser versetzt, 
der ausgeschiedene Ester abfiltriert und gewaschen. Zur Entfernung 
etwa noch vorhandener Coccerinsiure wurde mit verdiinnter Ammoniak- 


lésung erwirmt. 
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Der Schmelzpunkt des reinen Produkts lag bei 72 bis 73°, also 
einige Grade héher als bei Liebermann und damit dem Schmelzpunkt 
des oben erwahnten Stoffes noch etwas naher. 


Analysen: 0.0308 g Substanz: 0,0880 ¢g CO,; 0,0360 g H,O, 


0,0345 g - 0,0986 g CO,; 0.0405 g¢ H,O. 
CspHsp0,- C,H; Ber.: C 77,3%, H 13,0%, 
C5g Hg, O; . Co Hs. » C 77,8%, H 13,06%. 
Gef.: C 78,3%, H 13,2%, 
» C 78,0%, H 12,9%. | 
Methylester der Coccerinsiure. Die Darstellung erfolgte in der 


gleichen Weise wie beim Athylester. Das gewonnene Priparat schmolz 
bei 71 bis 72°. 
Analysen: 0,04135 g¢ Substanz: 0,1180 g CO,; 0,0480 g H,O, 
00,0345 ¢ ~ 0,0984 g CO,; 0,0399 ¢ H,O. 
CypH5903- CH. Ber.: C 77,09%, H 13,0%, 
Cy»H.,O, . CH,- » C 77,6%, H 13,05%. 
Gef.: C 77,7%, H 13,02%, 
C 77,9%, H 12,95%. 


‘ 
” 


Silbersalz. Eine Probe Coccerinsiure wird in alkoholischem 
Ammoniak gelést und der UberschuB an Ammoniak durch Kochen 
verjagt. Man fiigt eine zur vollstandigen Umsetzung nicht ganz hin- 
reichende Menge Silbernitrat (in Alkohol gelést) hinzu und erwarmt 
eine Zeitlang. Durci Zusatz von Wasser wird schlieBlich das Silbersalz 
ausgefallt und nach 24stiindigem Stehen abfiltriert und gewaschen. 
Das getrocknete Rohprodukt wird zwecks Entfernung der Bei- 
mengungen im Soxhletapparat sorgfaltig mit Benzol extrahiert. 

Analyse: 0, 1046 g Substanz: 0,0189g Ag. 
Cyp9H5,03;Ag- Ber.: 18,76% Ag, 
CyzHgO,Ag- » 17,88% Ag. 

Gef.: 18,0°% Ag. 





Die fiir Athylester, Methylester und Silbersalz der Coccerinsaiure 
gefundenen Analysenwerte sprechen also gleichsinnig fiir eine Forme! 
mit 32 Kohlenstoffatomen. 


VI. Zusammenfassung. 


Im Liebermannschen Coccerin liegt eine Verbindung von einem J 
Molekiil des zweiwertigen Coccerylalkohols mit einem Molekiil Coccerin- 
siure vor, nicht wie Liebermann annahm, mit zwei Molekiilen 
Coecerinsiure. Der Coccerylalkohol ist also in dieser Hinsicht dem 
Pemphigusalkohol analog. Beide Alkohole haben im_natiirlichen 
Wachs nur mit einer Alkoholgruppe reagiert. Auch bei der Acety- 
lierung des Coccerylalkohols zeigte es sich, daB eine der beiden alkoho- 
lischen Hydroxylgruppen viel schwieriger zu verestern ist als die 
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zweite. Es konnte ein Monoacetat des Coccerylakohols _ isoliert 
werden, das den Schmelzpunkt 78 bis 79° hatte. 

Bei der Behandlung von roher Coccerinsiure mit heiBem Alkohol 
entsteht ein schon von Liebermann erwahnter, indifferenter, in heiBem 
Ammoniak unléslicher Stoff, der bei 70 bis 72° schmilzt. Es handelt 
sich um den Athylester der Coccerinséiure, der rein dargestellt den 
Schmelzpunkt 72 bis 73° hat. Auf Grund der Analysen der Coccerin- 
-iiure, ihres Athyl-, Methylesters und des Silbersalzes erscheint es 
notwendig, die bisherige Formel Cyg Hgg0H . COOH durch die Forme! 
C,,H.OH .COOH zu ersetzen. 

Da fiir den Coccerylalkohol auf Grund der analytischen Befunde 
die Formel C.H,g,(OH), aufgestellt werden konnte, ist auch beim 
Coccerin die Regel bestatigt, daB in hochmolekularen Wachsarten 
Alkohol und Saure die gleiche, und zwar eine gerade Anzahl von Kohlen- 
stoffatomen im Molekiil enthalten. Die Theorie von dem Aufbau solcher 
Verbindungen durch vielfache Aldolkondensation und schliebliche 
Cannizzaro-Reaktion erhalt damit cine neue Stiitze. 
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